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RESUMO GERAL

ABREU, Maria Floriana Esteves. Geragdio de -hibridos de Pisolithus
microcarpus (Cooke & Massee) G. Cunn. e seus efeitos no crescimento de
Eucalyptus “urograndis” e atividade contra fungos fitopatogénicos. - 2002.
92 p (tese - Doutorado em Fitopatologia), Universidade Federal de Lavras,
Lavras - MG. '

Culturas monocaridticas, obtidas da gemlinacéo de esporos de
basidiocarpos de Pisolithus microcarpus, coletados em povoamentos de
Eucalyptus sp, foram cruzadas, obtendo-se culturas. dicariéticas. Avaliou-se o
efeito dessas no crescimento de mudas de Eucalyptus “ urograndis”, ¢ na
absorgdo de fosforo e nitrogénio. Essas culturas foram cultivadas em laboratério
e, posteriormente, inoculou-se em mudas de eucalipto com 85 dias de idade.
Aos 203 dias, as mudas foram avaliadas quanto a altura total, didmetro do colo,
peso seco da parte aérea e raizes, sendo que uma parte das raizes foi separada
para determinagio da percentagem de micorrizagdio. Avaliaram-se também a
concentragdio e o conteido de fosforo e de nitrogénio nas folhas. Observaram-se
efeitos positivos da inoculagdo e significativas diferengas entre os isolados.
Observou-se a significincia da Capacidade Geral de Cruzamento, enquanto-que
a Capacidade Especifica de cruzamento .ndo foi significativa. Esses resultados
permitiram concluir que os efeitos genéticos entre os isolados sdo
predominantemente aditivos, sugerindo a possibilidade de uso de esporos como
agentes de inoculagdo. Num experimento adicional, detectou-se substincias
antifiingicas nos isolados dicariéticos estudados anteriormente, usando-se placas
de silica (CCD - Cromatografia em camada delgada). Quando os
cromatogramas foram pulverizados com suspensdo de esporos de Cladosporium
herbarum, observaram-se efeitos inibitérios ao fungo em teste. Extratos dos
fungos ectomicorrizicos foram testados a fim de verificar o efeito desses em
inibir o crescimento de Fusarium oxysporum, constatando-se 0 ndo antagonismo
das substincias. Quando se fez o pareamento de culturas dos isolados
ectomicorrizicos de Pisolithus microcarpus, com cultura de Rhizoctonia solani,
observou-se o efeito inibitério de todos os isolados. Extratos aquosos de trés
isolados dicariéticos (D4, D6 ¢ D7), foram aplicados em placas de CCD.

*Comité Orientador: Sebastifo Carlos da Silva Rosado — UFLA (Orientador); Prof®
Dulcinéia de Carvalko — UFLA; Prof. Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA; Prof®
Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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Aplicaram-se, também, acido oxalico e 4cido clorogénico, com o objetivo de
verificar a presenga desses compostos nos extratos ectomicorrizicos.
Comparando-se o Rf (fator de retengdio), concluiu-se que -0s extratos
provavelmente ‘ndo apresentam esses 4cidos em sua composigio. Observou-se
também, pelo Rf, que os trés isolados sintetizaram as mesmas substincias.
Todos os. extratos testados foram téxicos a_C .herbarum. Pelos resultados,
observou-se que. metabdlitos antifingicos, foram - produzidos por todos os
isolados e tiveram efeito téxico em relagio a Rhizoctonia solani e
Cladosporium herbarum



GENERAL ABSTRACT

ABREU, Maria Floriana Esteves. Generation of hybrids of Pisolithus
microcarpus (Cooke & Massee) G. Cunn. and effects on growth of
Eucalyptus “urograndis” and activity against phytopathogenic fungi. 2002,
92 p, (Doctoral Thesis in Phytopatology), Universidade Federal de Lavras,
Lavras - MG.

Monocariotic cultures obtained from basidiosporo germinating collected
in Eucalyptus sp. populations were crossbred obtaining dicariotic cultures. The
effects of these on the Eucalyptus “ urograndis” and on the absorption of
phosphorus and nitrogen were evaluated. These isolates were cultivated in
laboratory and then inoculated in Eucalyptus seedlings 85 days old. Plantlets
203 days old were evaluated considering the total height, stem diameter, weight
of the dry aerial part and dry roots, part of these roots was separated to
determine the percentage of mycorrhizal.- The concentration and contents of
phosphorus and nitrogen in the leaves were also evaluated. Positive éffects of
the inoculation and significant differences among the isolates were observed.
The significance of general crossbreeding capacity was observed while the
specific crossbreeding capacities were not significant. These results allow' to
conclude that the genetical effects among the isolates are predominantly
additives, suggesting the possibility of the use of spores as inoculation agents. In
an additional experunent antifungal substances were detected in the dicariotic
samples studied, using silica plates (TLC - thin layer chromatography). When
the chromatograms- were pulverized with Cladosporium herbarum. spore
suspension, inhibitory effects to the tested fungi were observed. Extracts of the
ectomycorrhizae fungi were tested in order to verify the effect of these in
inhibiting the growth of Fusarium oxysporum, confirming the antagonism of
those substances. When the matching of the Pisolithus microcarpus
ectomycorrhizae  culture was done with -a Rhizoctonia solani culture, the
inhibitory effect of all isolates was observed. Aqueous extracts of three
dicariotic isolates (D4, D6 and D7) were applied in TLC plates. In order to

Advising Committee: Sebastido Carlos da Silva Rosado - UFLA ( .Major
Professor ); Prof* Dulcinéia de Carvalho — UFLA; Prof. Mario Lucio Vilela de
Resende — UFLA; Prof® Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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verify the presence of these compounds in the ectomycorrhizae extracts oxalic
acid and chlorogenic acid were also applied. Comparing the Rf (retention factor)
it was concluded that. the extracts probably do not present these acids in their -
composition’ .- It was also observed through the Rfs that the three isolates
synthesized the' same substances. All extracts tested were fungitoxic to, C,
herbarum The results showed that antifungal metabolites were produced by all
isolates and had fungitoxic effect on' Rhizoctonia solani and Cladosporium
herbarum. =~ ' '
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

A-area cultivada com espécies de crescimento rapido, com destaque paré
o género Eucalyptus, que em 1966 nio passava de 4000 ha, chega hoje aos 4,8
milhSes de ha (Resende et al., 2002). Sugere-se que o déficit mundial de madeira
até 2010 sera da ordem de 500 milhdes de m’ / ano (Sociedade Brasileira de
Sllv1cu]'curaa 1997). Sendo assnm, 0 pais devera aumentar sua produgio para
atender a demanda. _

Sendo considerada a espécie exotxca mais importante para o pais, o
eucalipto esta sendo cada vez mais utilizado no setor de reflorestamento, para a

produgo de celulose e papel, carvdo para a siderurgia, madeira para a indistria
movelgiﬁ\,. ’phaﬁas, bem Eomo seus produtos secundarios (6leos essenciais €
volateis, tanino e quininas, alcool metilico, acido acético, etc.). Em termos de
ecossistema,- @ sua ocorréncia tem sido’ .o'bservgda na recuperagdo de areas
degradadas: em cultivos consorciados com plantas semi-perenes, ou mesmo em
grandes extensdes de monocultura. Essa vasta utilizagdo. da matéria prima,
despertou o interesse de dlversas empresas em relagdo a programas de
melhoramento  genético, vxsando ao aprimoramento -de seus plantios,
considerando a qualidade ¢ a quantldade de seus produtos finais, como o carvdo
¢ a celulose.

A grande predcupagio das empresas de reflorestamento € levar para o
campo mudas sadias e vigorosas, uma vez que estas no campo V30 passar por
déficits tanto hidricos como nutricionais. Desta forma, ¢é importante usar
tecnologias alternativas, como a inoculagdo com fungos ectomicorrizicos, em
razio das conseqiiéncias benéficas da associagdo. Atualmente, ha interesse em se

desenvolverem estratégias para o uso desses simbiontes em plantios comerciais.



O termo micorriza denomina uma associagio altamente especializada
entre raizes e certos fungos do solo, que melhora a capacidade de absorgdo e
utilizagio dos nutrientes (Bougher et al, 1990; Thomson et al, 1994), de
absorgdo de agua, de tolerdncia a condigdes desfavoraveis do solo (Wilkins,
1991) e de resisténcia a microorganismos fitopatogénicos ‘(Levishon, 1954; -
Marx, 1969a e b; Duchesne et al., 1988; Kope & Fortin, 1989; Newsham et al.,
1995).

A produgdo de antibidticos por fungos ectomlcornnoos tem sido
sugerida como uma forma de protegio contra infecgdes radlculares causadas por
fitopatdgenos (Zak, 1964). Produgdo esta, que in vitro, tem sido observada em
mais de 100 espécies de fungos (Kope & Fortin, 1989). .

As micorrizas podem ser classificadas em cinco tlpos de acordo com a
estrutura ¢ os simbiontes cenvolvidos: micorrizas ves1culo-arbusculares (MVA),
ectomicorizas, ectendomicorrizas, micorrizas orquidéides, micorrizas ericoides
(Smith & Read, 1997).

Os fungos ectomicorrizicos, que sio formados, na sua grande maioria
por Basidiomicetos, sdo encontrados em abundincia em muitas espécies
florestais, principalmente nas dos géneros Pinus e Eucalyptus. Esses fungos sdo
estimulados pelas raizes do hospedeiro, podendo infecta-lo e formar simbiose,
colonizando-a internamente, formando a rede de Hartig ao redor das células
corticais e externamente o manto fiingico, que fica em contato direto com o solo, .
promovendo assim, um melhor crescimento das plantas. Embora freqiientes em
povoamentos florestais, esses fungos variam em compatibilidade e eficiéncia,
dependendo das espécies simbiontes e das condigdes ambientais (Garbaye, 1990;
Smith & Read, 1997).

O sucesso da aplicagdo das ectomicorrizas em florestas depende da
disponibilidade de uma série de fungos capazes de melhorar de forma



economicamente viavel a produgio de 4rvores em varios ambientcs € da
habilidade do fungo como inéculo (Kuek et al., 1992). |

Para a seloc;io de estirpes eficientes, torna-se necessaria a conduc;ao de
estudos genéticos ¢ ﬁsxologlcos com fungos ectomicorrizicos, os quais podem
ser melhor  conduzidos, utilizando-se culturas dicaridticas, geradas por
cruzamentos entre culturas monocari6ticas, originadas pela gemlinac;ﬁo‘de um
unico esporo (Kope & Fortin, 1990b).

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de culturas hlbndas de
Pisolithus microcarpus no crescimento de mudas de Eucalyptus” urograndis” e
detectar substincias antifiingicas sintetizadas por essas culturas.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Consideragdes Gerais

As associagdes entre ectdmicofrizicas em cucalipto tém sido estudadas
por diversos' pesquisadores ha varias décadas, e foram mencionadas, pela
primeira vez,' por Van des Bijl, em 1917 (Mullette, 1976). Diversos fungos
ectomicorrizicos tém'sido identificados como simbiontes de Eucalyptus, sendo
classificados geralmente como Basidiomicetos- ¢, mais raramente, Ascomicetos.
Os géneros mais comuns sdo Boletus, Lycoperdon Scleroderma, Cenococcum,
Hydnangzum,' . Hymenogaster, Laccarza Paxillus, - Cortinarius, Inocybe,
Mesophelia ¢ Pisolithus (Trappe, 1962 ¢ 1964; Chu-Chou & Grace, 1982).

Pryor (1956b), estudando os efeitos do fungo micorrizico
Scleroderma ﬂqviduin sobre o crescimento cie'alg’umas espécies de eucalipto,
observou cres‘chnento vigoroso e desenvolvimento de micorrizas nas raizes. As
~mudas plantadas em solo ndo inoculado mostraram-se cloréticas, pouco
vigorosas e comt ‘auséncia total de micorrizas. ' '

Baksh; (1966), ria India, estudando a incidéncia de micorrizas, encontrou
ﬁutiﬁcagé&s de Scleroderma verrucosum em raizes de diversas espécies de
eucalipto. O autor observou micorrizas ectotréficas nas raizes, porém sua
presenga ndo estava associada ao crescimento vigoroso das plantas. Nesse
mesmo ano na Italia, Anderson (1966) detectou oito tipos distintos de micorrizas
em Eucalyptus grandis .e quatro tipos em E. globulus e E.camaldulensis.
Chilvers & Pryor (1973) observaram, também, a presenga de micorrizas em
algumas espécies de eucalipto e identificaram alguns dos fungos encontrados
como P.ﬁnctor‘ius, Cenococcum gramﬁrme e duas espécies de Boletus nio
identificadas.



“Marx (1977) detectou P. tinctorius em E. grandis, E. robusta,
E. mzcrocorys em mais dez espécies, em varios paises , inclusive no Brasil.

, No- Brasﬂ Barros et al. (1978) sugenram que Pisolithus spp. e
Scleroderma spp. sdo os géneros, que mais fo;-mam micorrizas em espécies de
eucalipto & $30 mais comumente encontrados no centro - leste ¢ leste brasileiro. '

Segundo Trappe (1977), o uso de culturas puras de micélio vegetativo
de ﬁmgo' micorrizico é provavelmente o melhor método para inocular espécies |
ﬂorestéié em viveiro. ~ '

Pisolithus, pertence ' & " subdivisio  Basidiomycotina, c‘lasse‘
Holobas:dlomycetes subclassg Gasteromycetxdae ordem Sclerodermatales e
fa:m'Ixa Sclerodermataceae (Lacaz et al.,- 1996), tem sido o fungo mais utilizado
como inoculante, por apresentar facilidade de crescimento em meio de cultura,
forma micorriza de cor marrom dourada, facilitando o reconhecimento durante o.
processq, de avaliagdo dds resultados de inoculagdo € por ser uma espécie
amplame_n';e distribuida geograﬁbémente e capaz de se estabelecer em solos com
baixa fertilidade natural ¢ com reduzida quantidade de matéria organica (Le
Tacon et al., 1987).

~Vérios pesquisadores tém desenvolvido métodos para a produgdo de
inoculo vegetativo. As primeiras tentativas foram efetuadas por Moser (1958),
que inoculou mudas de Pinus c;mbra com Suillus plorans em viveiro (Le
Tacon et al., 1985). Esses mesmos autores sugeriram que vermiculita, turfa e
solugdo nutritiva formam um excelente substrato para a produgdo de micélio de
fungo eciomicon‘izico, e que é facil a produgdo por esse método para estudos
cientificos, mas a aplicagiio em larga escala tem sido dificultada pela falta de
quantidades suficientes de indculo. Abreu (1994), trabalhando com o isolado
185 de Pisolithus tinctorius, obteve uma grande profusdo de micélio utilizando,
também, turfa, vermiculita e solugfio nutritiva como substratos para inoculagdo

de mudas de Pinus caribae ¢ P. oocarpa. A autora observou que as mudas



micorrizadas cresceram mais que as ndo micorrizadas, € Pinus caribae
apresentou um melhor  crescimento que P. oocarpa, nas mesmas condigdes.
Muitas espécies de Eucalyptus crescem rapldamente € produzem
grandes quantidades de madeira em plantagdes bem manejadas; dentro e fora de
seu habitat natural. Existom também, muitas espécies de Eucalyptus, que
podem crescer em locais pobres em nutrientes, especialmente naqueles
deficientes em nitrogénio e fosforo, A inoculagdo controlada com fungos
micorrizicos selecionados, antes do plantio, poderd ser promissora, quando a
cultura for implantada nesses locais (Lapeyrie et al., 1992). ,
Grazziotti (1999) estudou o comportamento de espécies de Eucalyptus
spp, Pinus spp e Acacia mangium em solo com excesso de metais. pesados, ‘e
observou que a colonizagdio por fungos ectomicorrizicos foi reduzida em todas
as espécies em solo contaminado, sendo que 4. mangium e Eucalyptus grandis,
espécies tolerantes, apresentaram maior colonizagdo em presenga de
contaminag3o elevada. | ‘ |
Alves et al. (2001) mdara:n o efeito de inoculante ectomicorrizico
produzido por fermentagdo semi-solida sobre o crescimento de E. dunnii e
observaram que a inoculagdo proporcionou colonizagdo das raizes e aumento
da matéria seca da parte aérea e do conteudo de fosforo em fungdo da
concentragdo do inoculante. O maior valor foi obtido com 10% do inoculante,
sendo que o peso das plantas foi 73% superior ao das testemunhas, € o teor de P,

130%.



2.2 Sintese de ectomicorrizas em eucalipto

._ .I A obtengdo de micorrizas, através de inoculagdo artificial com esporos,
foi obtida por Pryor (1956a e 1956b), em trés espécies de eucalipto, com
esporos d¢ Scleroderma flavidum, demonstrando-ainda que a presenga do fungé
era fundamental para o desenvolvimento dessas espécies, pois em solo
esteﬁhzddo nio inoculado, as mudas apresentavam-se cloréticas e pouco'
v1gorosas |

Reddy & Khan (1972) com o ob_yetlvo de estudar a espccxﬁcndade da
flora micorrizica em relagdo ap hospedeiro, inocularam solos naturais coletados
de talhdes de Pinus roxburhii, EucaMtus sp e Shorea robusta em mudas dessas
espécies -citadas. Os autores observaram que o solo coletado de talhSes de
eucalipto induziu a formagdo de micorrizas em Eucalyptus sp, Pinus kesiya.e
P. roxhurghyi, ¢ uma incidéncia muito baixa em P. patula e P. banksiana.
Mudas de Eucalyptus §p. apresentaram rmcomzas quando inoculadas com solos
de P. roxburghu e Eucal}ptus sp. ‘

. Em 1976, Mullette, usando como moculo basidiocarpo maduro e moido
de P. tinctorius, induziu a formagdo de ectomicorizas, em grande quantidade,
em E. gummifera, em condigOes de casa-de-vegetacio.

Grenville et al. (1986), testando a infectividade de cinco ragas de
P. tinctorius em plantulas de E. pilulares, observaram que os isolados de
crescimento mais rapido formaram micorrizas no quarto dia apés a moculagéo, .
enquanto 'que os de crescimento mais lento apds o oitavo dia . Nesse mesmo
ano, Chilvers et al. (1986), trabalhando com duas espécies de fungos
ectomicorrizicos, Pisolithus tinctorius ¢ Paxillus involutus, obtiveram a sintese
de ectomicorrizas em uma semana, através do uso da técnica de papel sanduiche.
Segundo os autores, 50% das raizes de mudas de E. globulus foram colonizadas

em duas semanas.



Vida (1989), trabalhando com plantulas e “plantlets”de E, grandis, E.
urophylla e um hxbndo E. urophylla x E grandis inoculados com varios lsolados
de P. tinctorius, conclum que E. urophylla foi mais susceptlvel do que
E. grandis & colonizagfio ectomicorrizica pelos seis isolados de P. tinctorius
testados. ' | R

Lei et al. (1990), comparando os estdgios iniciais de formagdo de
micorrizas em Eucalyptus urophylla usando dois isolados de P. tinctorius, um
isolado de Pinus ¢ o outro de eucalipto, observaram diferengas maiores na
interface fungo — raiz. Dois a quatro dias apds a inoculagdo, as células
radiculares de eucalipto em contato com os isolados de Pinus desenvolveram
uma parede celular adensada, enquémto o isolado de eucalipto estava associado
ao acumulo de fibrilas extracelulares. Quatro dias apés a inoculagio ‘de
eucalipto, a atividade de fosfatase acida foi detectada. Essa atividade ndo foi
detectada nos isolados de Pinus. A atividade de fosfatase foi detectada em
ambos os isolados, quando em contato com raizes de -eucalipto. Segundo os
autores, isso sugere que o reconhecimento do fungo pelo hospedeiro pode ser
manifestado em poucas horas ap6s a inoculaqﬁo. Estudos in vitro reportados por
Malajczuk et al. (1990), comparando o processo de formagio micorrizica em
Eucalyptus e Pinus, .demonsttaram maiores diferengas na colonizagdo de raizes
de E. urophylla com isolados de P. tinctorius. O isolado de eucalipto formou
micorrizas mais rapidamente que o isolado de Pinus, sugerindo que os estagios
iniciais da interagdo sdo os passos principais para o desenvolvimento de uma
simbiose eficiente.

Burgess et al. (1994), testando vinte isolados de P. tinctorius em
E grandis, observaram resultados semelhantes aos de Grenville et al. (1986),
sugerindo que, geralmente o isolado mais agressivo in vitro e com maior
taxa de desenvolvimento micorrizico, também proporciona maior estimulo no

crescimento das mudas no viveiro.



Grazziotti (1995), estudando a colonizagdo de raizes de clones de

.« aa s t
hibridos de eucalipto, por fungos micorrizicos, observou que a existencia de ]

diferencas na suscetibilidade de clones de trés hibridos de E. grandis x

3

E. urophylla & colonizagdo por P. ftinctorius ¢ Glomus fasciculatum &

consistente com a hipdtese de que o solo € o clone podem condicionar a /

intensidade de colonizagdo e o efeito desta no crescimento e nutri¢io da planta
Em 1996, Galli, trabalhando com mudas de E. citriodora inoculadas
com P. tinctorius, observou grande variagdo na formagdo de micorrizas entre as
combinagdes do fungo micorrizico ¢ espécies de eucalipto. A melhor
combinagdo, que obteve maior quantidade de micorrizas, tanto in vifro, quanto
no viveiro, foi a do isolado 1604 com a espécie E. citriodora, obtendo em
média, 95% de formagdo de manto fiingico in vitro € 50% ap6s noventa dias em
condigdes de viveiro. '

2.3 Importincia da fertilidade do solo na micorrizagéio

Diversos autores tém sugerido que altos teores de fosforo no solo inibem
a micorrizagdo. O mecanismo pelo qual a concentragdo. de nutrientes no solo ou
na planta influencia o desenvolvimento de ectomicorrizas ndo ¢ mui'to
conhecido. Algumas hipéteses foram propostas, objetivando explicar‘ como
altos contetdos de fosforo no interior da planta controla a fomlhr;ﬁo de
micorrizas arbusculares.

Segundo Mosse et al. (1981), plantas micorrizadas crescem melhor em
solos pobres em nutrientes devido, na maioria dos casos, a maior absorgio de
nutrientes, que sdo relativamente imoéveis no solo, como o fosforo; e sdo

aparentemente capazes de utilizar melhor formas pouco soliveis desse

nutriente. Habilidade essa que parece ser atribuida a um contato maior das hifas

com as particulas de fosfato € uma diminuigdo de P na solugdo, o que

|
'
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proporcionaria maior gradiente de concentragdo e maior solubilidade do fosfato,
Haymn & Mosse (1972).

Myleité‘ (1976) sugeriu que a formagdo de micorrizas por P. tinctorius
foi afetad# pela concentragdo de fosforo no substrato. Resultado semelhante foi
observado por-Marx et al. (1977), que concluifamq‘ue altos teores de N, P é K
diminuiram 0 teores de agiicar nas raizes, reduzindo, assim, a susceptibilidade
do Pinus ao désenvolvimento da ectomicorriza.

Segurido Menge et al. (1978), altos teores de P no solo reduzem a
colonizagio 'micol.'rizica,_ devido ao aumerfto nos teores desse elemento na planta.
Esse efeito pode ser explicado por uma possivel redugdo na permeabilidade e |
exsudac}ﬁd de metabolitos nas merr'nbranas,- ou pelo efeito no metabolismo de
carboidratosina planta (Siqueira et al., 1984).

24 Import;‘i;'l‘ciay das ‘ect‘omicor'rizas na absor;;So (ie fésforo e nitrogénio-

Muités trabathos tém mostrado que plantas micorrizadas absorvem mais
nutrientes do qué as no micorrizadas. A eficiéncia das associagdes micorrizicas
na absoréio de fosforo estd baseada na prociuc;io de enzimas por parte do fungo,
além de fatores edafocli:méﬁcos, que sdo capazes de solubilizar os ortofosfatos
do solo, torando-os disponiveis para as plantas. Segundo Tate (1984), a
atividade dessas enzimas € determinada, dentre outros fatores, pela concentragdo
de fosforo do meio.

Soares (1986) observou que a formagdio das ectomicorrizas em
Eucalyptus grandis foi totalmente inibida nos tratamemtos em que a
concentragdo de fosforo disponivel em solo argilo-arenoso foi superior a 13 mg
Kg'. ‘Segundo o autor, a inibi¢8o seria conseqiiéncia da redugéo na exsudagdo de
metabélitos requeridos para sustentar o processo de infecgdio e colonizagdo das
raizes pelos fungos micorrizicos. Esse mesmo autor, em 1989, observou que
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mudas de eucalipto absorveram uma maior quantidade de nutrientes,
comparadas com as ndo inoculadas. |

' Hemnch ‘et al. (1988) observaram que a inoculagdo de plantulas de
eucalipto com Pisolithus tinctorius aumentou a aquisi¢io de fosforo e produgio
de matéria feca das plantulas quando a disponibilidade de fosforo era limitante.
Nesse mesmo ano, Vieira & Peres (1988), estudando a sele¢do de fungos
miconizibbs para Eucalyptus grandis, observaram que todos os isolados: de
P. tmctonus formaram ectonncomzas nos- dois niveis de fosforo utilizados. No
nivel de 3,3 ppm de P extraNcl por Mehlich 1 (23 ppm de P aphcado),
percentagens de ectomicorrizas de todos 0s isolados foram altas. No nivel mais
alto 'de.P (13,4 ppm de P extraivel); houve uma variagio significativa na
percentagem de ectomicorrizas entre os isolados.

Thomson et al. (1994), trabalhando com 47 isolados de 16 diferentes
géneros, de fungos ectomicorrizicos, sugeriram que as espécies que promoveram
maior absorgao de * fosforo ‘e crescnmento de Eucab:ptus globulus foram
D. maculata H. westrahense L laccata eP tmctonus _

_ Ohvelra et al. (1998), estudando o efeito de micorrizas arbusculares ¢ .
Pisolithus tinctorius na absorgdo de fosforoe nitrogénio em mudas de
E. grandis, E. pellita, E. saligna, E. urophylla ¢ E. cloeziana, observaram que,
100 dias apés o transplantio, as mudas inoculadas com FMA e P. tinctorius
apresentaram , em média, 45% ¢ 71% de colonizagdo radicular, respectivamente.
Observaram também aumentos na absorgio de N e P pelas mudas colonizadas
por fungos micorrizicos. A associagio de mudas de eucalipto com isolado de
P. tinctorius resultou em aumentos de 74% e 51,6% no conteido de N ¢ P na
parte aérea respectivamente, enquanto as plantas colonizadas por FMA
apresentaram 95% e 94% de acréscimo no conteido destes nutrientes. Trajano
(1998) observou que as raizes das plantas inoculadas foram colonizadas por
Pisolithus sp em todas as doses de fosforo testadas, sendo que a porcentagem de
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colonizagio decresceu com o aumento das doses de fosforo. O autor sugeriu
também que as plantas inoculadas foram mais eficientes na utilizag3o do fésforo
para a produgdo de matéria seca da parte aérea do que as nio ‘inoculadas até a
‘dose estinada de 145,2 mg Kg' de fosforo. A formagdo de micorrizas foi
afetada pela disponibilidade de f‘ésforo no solo e pelo contetdo de fésforo na
planta. '

2.5 Ectomicorrizas no controle de patégenos radiculares

A importincia de fungos ectomicorrizicos no controle de patogenos
radiculares vem sendo estudada ha varias décadas. Raizes de plantas podem ser
protegidas contra fitopatogenos pela presenca de ectomicorrizas, formando uma
barreira ﬁsica, quimica ou competindo com os patégenos (Zak, 1964).

Diversos pesquisadores tém ‘mostrado a influéncia das ectomicorrizas
no controle de patégenos de raizes. Um dos primeiros trabalhos mostrando o
efeito das ectomicorrizas no controle de 'patégenos radiculares foi feito por
Levisohn (1954), que obsérvou que raizes de varias espécies de Pinus foram
resistentes a infecgdo por Rhizoctonia sp € que o patégeho infectou facilmente
raizes ndo micorrizadas. A autora observou que o desenvolvimento de haustdrios
por esse patogeno foi mais comum em raizes ndo micorrizadas. '

Algumas substincias produzidas por fungos ectomicorrizicos tém sido
detectadas em muitos estudos Marx (1969a) observou o antagonismo entre o
fungo ectomicorrizico, Phytophthora e bactérias do solo. Em placas com agar,
os fungos Laccaria laccata, Lactarius deliciosus, Leucopaxillus cerealis,
Suillus luteus e Pisolithus tinctorius inibiram o crescimento de
aproximadamente metade de 48 fungos patogénicos de raizes. O autor concluiu
que culturas de Leucopaxillus cerealis inibiram também o crescimento de
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Phytophthora cinnamomi € bactérias do solo. A germinagdo de zodsporos foi
inibida completamente em filtrados desse simbionte €. que a produo;ﬁo de
antibiéticos ocorreu durante a fase de crescimento da cultura. ‘Dando
continuidade aos trabalhos anteriores, Marx & Davey (1969) observaram a
influéncia de ectomicorrizas na resisténcia de raizes de Pinus e sugeriram que a
substincia diatretine, produzida pelo fungo ectomicorrizico, pode ter cohferido
resisténcia as raizes. »

Sylvia & Sinclair (1983b) observaram o potencial do fungo ectomicorrizico
Laccaria laccata em inibir  Fusarium oxysporum ¢ a influéncia no
desenvolvimento de novas mudas. Laccaria laccata inibiu o crescimento do
patogeno e causou distorgio de hifas de F. .oxysporum. Segundo Sy'lvia?c
Sinclair (1983a), uma ra¢a de Laccaria laccata , que pode protegcf raizes
primarias de Pseudotsuga menziesii de raizes infectadas por Fl.oxysporum,
induziu um acimulo de materiais osmofilicos em células corticais e raizes
primarias. Testes histoquimicos demonstraram que esses materiais , eram
primariamente compostos fendlicos e que a infecgdo cortical pelo patogeno foi
significativamente menor em mudas infectadas .pelo fungo ectomicorrizico ou
por seus metabolitos. A frequéncia de hifas foi inversamente proporcional a
concentragdo de materiais osmofilicos. A velocidade de crescimento do.
patdgeno nas raizes ea intensidade de colonizagdo nio foi inﬂuencia(ia por
L. laccata. Segundo os autores, a indugio de fenolicos pela ectomicorriza em
raizes primarias pode ser a base para a protegdo de raizes.

Duchesne et al. (1988), estudando o efeito do exsudato- de raizes de

Pinus resinosa, na sintese de compostos antifiingicos pelo fungo ectomicorrizico
Paxillus involutus, observaram que a inoculagio de raizes de Pinus com P.
involutus suprimiu em 80% a esporulagdo do patogeno quando comparada com a
testemunha sem a ectomicorriza. O  aumento da  resisténcia de Pinus

resinosa a Fusarium, associado com P. involutus pode, portanto, ser o
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resultado da biosintese de compostos. antifingicos por P. involutus, que é
estimulado pel_o exsudato de raiz de Pinus resinosa .

Marx’ (1973) ‘sugeriu que a sintese € o acimulo de compostos :
anufunglcos por fungos ectomicorrizicos tém sido reportados em mais de 90
espécies de fungos | ectonucomzwos Duchesne et al: (1989) inocularam mudas
de Pinus resmosq com Paxilus involutus, e identificaram o acido oxalico como
um componente fungistitico e/ou fungitéxico da rizosfera. A inoculagdio
simultanea de mudas-de P. resinosa com acido oxalico e suspensdo de esporos
de F. oxysporum protegelf as mudas contra o patégeno e-diminuiu a esporulagio
do patdégeno na nzosfera, quando comparados com a testemunha sem o acido
oxalico. . o
. Kape & Fortin (1989) testaram 16 culturas de fungos
ectomiconiziéos com o objetivo de verificar a ’habilidade desses fungos em
produzir metabohtos ‘antibiéticos em cultura pura e descrever as mudangas na
morfologia das'hlfas dos fungos antagonistas testados. Os autores observaram
que os fungos‘ ectomicorrizicos inibiram o crescimento de 20 dos 24
fitopatogenos ' . testados. 0 fungo ectomicorrizico .P. tinctorius causou
mudangas na morfologia das hifas em dez dos fitopatégenos testados. Os
mesmos  autores  observaram que o- fungo éctomiéorﬁzic,o P. tinctorius
secretou um metabélito, que inibiu a“germinagio de conidio de uma série de
fungos. patogénicos. O periodo 6timo de incubagdo para a produgio do
metaboélito de P. tinctorius em cultura h’quida foi de 42- 56 dias. Diluigdes do
Fortin, 1990a). Dando sequéncia aos trabalhos, Kope et al. (1991) isolaram dois
compostos antifingicos de meio de cultura liquido de Pisolithus tinctorius e
identificaram o‘omo acido formico p- hidroxibenzol e acido (R) - (-) —p-
hidroximandélico (Pisolitina A e Pisolitina B, respectivamente). Segundo os
autores, a eficicia dos compostos a inibir a germinagdo de conidios de
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Truncatella hartigii foi comparada com um produto comercial andlogo, ¢ a taxa
da efetividade foi de 50% de inibigiio de germinagdo de conidios. Tsantrizos et
al. {1991) isolaram-também esses mesmos compostos (Pisolitina A e Pisolitina
B) de culturas de Pisolithus tinctorius e observaram que ambos os metabolitos e
outros poucos compostos relatados foram apresentados por inibir germmacio de
esporos € causarem ruptura de hifas de um nuamero sxgmﬁcatlvo de fungos
fitopatogénicos e dermatogénicos. Os autores concluiram que P. tinctorius ajuda
as plantas hospedeiras por fornecer protegédo contra microorganismos causadores
de doenca.

Suh et al. (1991) detectaram a produgdo de substanclas antlﬁmgxcas em
Pisolithus tinctorius. Em meio solido, o fungo ectomicorrizico .uubxu o
crescimento de ragas de Fusarium solani, Geotrichum candidum, Phanerbchaete
chysosporium ¢ Verticillium dahliae. Segundo os autores, ha evidéncias de que
os estudos de inibigio de crescimento de coldnias pareadas em placas com agar
indicaram que a produgio de substincias antifingicas por P. tinctorius pode ser
dependente do contato fisico com outros fungos. A atividade antifingica foi
associada a uma aparente indugdo do metabolismo de P. finctorius com a
produgio de metabdlitos fendlicos soliveis em agua, de coloragdo escura .

Fé.rquhar &  Peterson (1991) verificaram o efeito do fungo
ectomicorrizico Paxillus involutus em mudas de Pinus resinosa na prese;lca do
patogeno Fusarium oxysporz‘tm‘ ¢ concluiram que raizes de mudas
inoculadas com P. involutus continham poucas hifas do patégeno. Em contraste,
raizes de mudas nfio inoculadas com_P. involutus foram  extensivamente.
colonizadas por F. oxysporum, ocorrendo desorganizagdo dos tecidos do
hospedeiro. Nesse mesmo ano, Chakravarty et al. (1991) observaram que o
nimero de unidades formadoras de coldnias (c.fu.) de Fusarium spp foi
reduzido significativamente em extratos de raizes e substrato da rizosfera de

mudas de  Pinus resinosa  inoculadas com o fungo ectomicorrizico
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Paxillus involutus. A germinagdo de esporos de Fusarium spp foi reduzida
significativamente quando tratados com filtrados de cultura de P. involutus e .
extrato de ralzes de mudas de Pinus resinosa, inoculadas com o fungo
ectomicorrizico. A sobrevivéncia das mudas teve um aumento significativo
quando d&éenvqj_vjdas invitro oonbomi;aﬁtcrneme com P. invblums
e Fusarium mom'{iforme, ou Paxillus involutus e' os  trés - isolados = de

F. oxysporum, comparados com mudas inoculadas com ambos os
patogenos isoladamente. P. involutus ndo apljeéentou. efeito protetor contra
Cylindrocarpon destructans. Seguindo a fnesrrla linha de pesquisa, Chakravarty-
& Hwang (1991) testaram o efelto do fungo mlcornz:oo Laccaria laccata em '
mudas de. Pinus bankszana com o patogeno Fusanum oxysporum. L. laccata
protegeu 37 7% das mudas, na. presenga do -patégeno. A sobrevivéncia das
mudas foi sngn;ﬁcatlvamente maior quando inoculadas com L. laccata. O
nimero c.fu. de F. ‘oxysporum foi significativamente reduzido no extrato da
rizosfera der'n'udas ihoculadas com o fungo ectomicorrizico. A quantidade total
de fendis em mudas tmcomzadas foi sngmﬁcatlvamente maior que mudas nio
.mlcornmdas -

’ Rasanayagam & Jeffries (1992) investigaram a  interagio
de Pythmm ultimum com uma variedade de fungos ectomicorrizicos in vitro.
Dos 19 isolados ectomicorrizicos testados, 16 causaram dilatagdo e ruptura de
hifas do patogeno. O crescimento de hifas de. P. ultimum foi inibido em pH
abaixo de 3. Em cultura liquida, o fungo ectomicorrizico Paxillus
involutus  reduziu o pH do meio a menos de 3, depbis de atingir a fase
estacionaria. Segundo os autores, isso sugere que o efeito antibidtico exibido por
alguns fungos ectomicorrizicos é devido a4 produgdio de acidos. Analises em
HPLC de filtrados de P. involutus nio revelaram presenga de acido oxalico, mas
outros acidos estavam presentes em grandes quantidades.
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Burgess et al. (1995) verificaram o efeito da agressividade do isolado
fungloo na biossintese de polipeptideos em diferentes fungos ectomicorrizicos
em eucahpto e ‘'sugeriram que mudangas na biosintese de proteinas foram
examinadas durante os estagios iniciais de diferenciagdo de P. tinctorius —
Eucalyptus'grandis através de eletroforese. Foram tostados 3 isolados de
P. tinctorius. O isolado H506 ndo foi capaz de formar micorrizas, enquanto que ‘
0 441 apresentou moderada infectividade e o isolado H2144 exibiu uma alta
mfectmdade 0 isolado nao micorrizico nfio causou mudangas na biossintese de
protemas nas raizes. Nesse mesmo ano, L Hwang et al. (1995) testaram in
vitro o efeito de dois fungos ectomicorrizicos, Paxillus involutus e Suillus
tomentosus e de Bacillus subtilis em mudas de Pinus banksiana com Fusarium
moniliforme (Giberella fujikuroi). Ambos, P. involutus e B. subtilis,
inibiram . o crescimento de G. ﬁ:jikzgroi, . agente causal do tombamento
de mudas de P. banksiana, Os filtrados das  culturas  de P. involutus ¢ B.
subtilis foram toxicos a0 patdgeno, embora tenha sido observada a formagdo de
clamidésporos do patdgeno. S. tomemosus'n'io inibiu o crescimento in vitro do
patdgeno "'e nfio aumentou a sobrevivéﬁcia das mudas. G. fijikuroi reduziu a
formagdo das ectomicorrizas em mudas. O nimero de c.fu do patégeno foi
reduzido quando as mudas foram  inoculadas com Paxillus involutus e B.
subtilis isoladamente ou em comi)inagﬁo. A supressdo do patdgeno envolveu a
produgdo de compostos antiﬁ'mgicos;l

Kasuya et al. (1996) observaram a presenga de compostos com
atividade antimicrobiana em extratos de fungos ectomicorrizicos. Extratos de
Pisolithus tinctorius, Scleroderma flavidum, Amanita pantherina e Paxillus sp.,
cultivados em meio de cultura liquido e de mudas de P. glehnii inoculadas ou
nio com fungo ectomicorrizico e cultivadas in vitro, foram processados para
obtengiio de duas fragdes sohiveis em 4gua e etil acetato . As fragSes foram

testadas para a presenga de constituintes inibitorios contra Fusarium roseum,

17



Pythium sp. e Rhizoctonia solani. Os resultados confirmaram a produgio de

compostos inibitérios pelos fungos ectomicorrizicos e P. glehnii, inoculados ou-

ndo.
Bhat et al. (1997), usando fungos ectomicorrizicos no controle de
tombamento por Pythium aphamdermatum em Eucalyptus tereticornis in vitro,
observaram que Rhizopogon luteolus e P. tinctorius (2 isolados) foram altamente
antagonistas. As ectomicorrizas também reduziram o tombamento de pré-
emergéncia, mas somente Rhizopogon luteolus teve algum efeito no tombamento
de pos- emergéncia. Ambas as espécies aumentaram a biomassa das mudas, P.
tinctorius em 29,3% e Rhizopogon luteolus em 15,1 %, comparado com os
valores da testemunha. :
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CAPITULO 2

G ERAcAo E SELECAO DE CULTURAS HiBRIDAS DE
szohthus microcarpus PARA INOCULACAO EM
' Eucalyptus urograndls .
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RESUMO

ABREU, Maria Floriana Esteves. Geragdo e selegio de culturas hibridas de
Pisolithus microcarpus para inoculagio em Eucalyptus “urograndis”. 2002.
Cap. 2, p. 28 - 61. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Umversxdade Federal de
Lavras, Lavras - MG.

Avaliou-se o efeito de 10 culturas dicaridticas, hibridas, do fungo
ectomicorrizico Pisolithus microcarpus no crescimento vegetativo de mudas de -
E. “urograndis” ¢ na absor¢do de N e P. Em uma etapa preliminar, coletaram-se
esporos de frutificagbes procedentes de distintos sub-bosques. de eucahpto A
partir desses, obtiveram-se os genitores monocari6ticos monosporais, 0s quais -
foram caracterizados- quanto aos grupos de compatibilidade sexual. Dentro
desses grupos, foram tomados, ao acaso, cinco isolados genitores, os quais
foram cruzados entre si para produzir 10 culturas hibridas intraespecificas. O
delineamento de cruzamento foi em dialelo balanceado, no qual
autocruzamentos e reciprocos nio foram realizados. Estas culturas foram
cultivadas em meio e, posteriormente, inoculadas em mudas de E. “urograndis”,
as quais foram avaliadas, aos 203 dias de idade, quanto ao didmetro do colo,
altura total, peso da matéria seca de raizes e parte aérea, concentragio e
conteudo de N ¢ P. Também utilizou-se um tratamento adicional (testemunha)
constituido por mudas ndo inoculadas. Observaram-se efeitos positivos da
inoculagdo e diferencas significativas entre as culturas hibridas. Nas analises
desses efeitos, constatou-se a significancia da Capacidade Geral de Cruzamento,
enquanto que a diferenca entre a Capacidade especifica de cruzamento nio foi
significativa. Isso permitiu . concluir que os efeitos genéticos entre os isolados
sdo predominantemente aditivos, sugcnndo a possibilidade de uso de esporos
como agentes de inoculagio.

*Comité Orientador: Sebastido Carlos da Silva Rosado — UFLA (Orientador);
Prof® Dulcinéia de Carvalho — UFLA; Prof. Mario Lucio Vilela de Resende —
UFLA; Prof® Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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ABSTRACT

ABREU, Maria Floriana Esteves. Generation and Selection of hybrid isolates
of Pisolithus microcarpus for inoculation in Eucalyptus “urograndis”. 2002.
Chap 2, p. 32 - 67. Thesis (Doctorate in Phytopatology) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras - MG.

fungus Pisolithus microca was evaluated on the vegetative growth of E.
“urograndis” seedlings and on the absorption of N and P. In a preliminary stage,
spores from fruitbodies were collected of different eucalyptus plantations.
From these spores, monosporic and monocariotic progenitors were obtained,
which were characterized by groups of sexual compatibility. Within these
groups five progenitor isolates were crossed to each other to produce ten
intraspecific hybrid cultures. [The design of crossbreeding was in a balanced
dialelo, where autocrossing | was not accomplished. These isolates were
cultivated in medium and rwards inoculated in 203 days old Eucalyptus
urograndis seedlings which were evaluated in relation to stem diameter, total
height, dry weight of the shoots and roots, and concentration of N and P. An
additional treatment (control) |constituted of non inoculated seedlings was also
used. Positive effects of the moculation and significant differences among the
hybrid cultures were observed, The general crossbreeding capacity was observed
while the specific crossbreeding capacities were not significant. This allowed to
conclude that the genetical effects among the isolates are predominantly
additive, suggesting the possibility of the use of spores as inoculating agents
(sources).

The effect of ten r;iEﬁOﬁC, hybrid isolates of the ectomycorrhizal

Advising Committee: Sebastido Carlos da Silva Rosado - UFLA (Major
Professor); Proft Dulcinéia de Carvalho - UFLA; Prof. Mario Licio Vilela de
Resende — UFLA; Prof* Maria |das Gragas Cardoso — UFLA.
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1 INTRODUCAO

A interagfio de' gendtipos de plantas em ambientes evidencia que o
desempenho relaﬁvo de genétipos varia de acordo 'gom a qualidade ambiental.
Isso indica 2 nécessidade de que tais -gendtipos sejam selecionados
especiﬁcamen.fe para cultivo em condig3es particulares de sitio. Entretanto, as
condigBes- ambientais imprevisiveis, como as flutuagdes climaticas, secas
prolongadas e doeng:as, sugerem a selec;ao de genotlpos possuidores de alta
estabilidade em amplas condigdes de’ sitio- (Zobel & Talbert, 1984). Os fungos
micorrizicos apresentam fungoes . reconhemdas na redugdo dos efeitos de
oondit;ﬁes' ambientais imprevisiveis na “sobrevivéncia ¢ desenvolvimento das -
plantas. Sabe-se, por exemplo, qﬁe o fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius
aumenta a absorgdo de 4gua ¢ nutrientes do solo (Lamhamedi et al, 1992),
melhora a quahdade do sistema radlcular (Dxxon et al., 1987; Rosado et al.,
1994b) e produz cornpostos antlﬁmg:cos (Kope ¢ et al., 1991), tornando as plantas
- hospedeiras mals wgorosas tolerantes as secas prolongadas ¢ resistentes as
doengas do sistema radicular.

A extensio do beneficio dessas fungdes para as plantas ¢ altamente
influenciada pelas condicdes de sitios: Quanto mais inférteis e secos os solos,
maiores serdo os beneficios e, portanto, ‘maior sera o grau de dependéncia da
planta em relagdio & micorrizagio (Hetrick, 1988; Manjunath & Habte, 1991).
Tais fatos indicam que plaﬁtas geneticamente selecionadas e com alto grau de
dependéncia micorrizica podem sofrer e sucumbir em condigdes ambientais

adversas, se suas raizes ndo estiverem bem colonizadas por fungos micorrizicos.

Na eucaliptocultura, na qual ha forte dependéncia micorrizica, utilizam-
se materiais genéticos selecionados € massivamente clonados para cultivos em
areas normalmente predispostas a condigdes ambientais adversas. Tornar esses
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materiais tolerantes as possiveis secas prolongadas ¢ produtivas diante da
escassez de nutrientes no solo é um desafio que pode ser vencido 'pela
inoculagio de mudas com isolados de fungos ectomicorTizicos, - selecionados
para aumentar a capacidade de colonizagdo radicular, a absor¢do de nutrientes

do solo e favorecer o desenvolvimento das mudas em condigdes de campo.

Alguns estudos prévios, conduzidos em Pisolithus (Rosado et al.,, 1994 a ¢
b; Carvalho et al., 1997; Sales et al., 2000) evidenciaram a possibilidade de se
obter genitores monocariéticos (n) € suas progénies dicariéticas (n+n) in vitro.
Estudos dessa natureza possibilitam avanc;osr no conhecimento reprodutivo desse
fungo no sentido de propiciar a produgdo de hibridos intraespecificos e geragdo
de estirpes apropriadas para produgio de inoculos comerciais cfeﬁ\;os na

colonizagdo das raizes das arvores.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variagdo genética para a calpacidade
de colonizagfo, absorgdo de N ePede promogdo do crescimento de mudas cie
eucalipto,  estimar os efeitos da Capacidade Geral de Cruzamento (CGC)
associada a cada genitor monocaridtico e da Capacidade Especifica de
Cruzamento (CEC) entre genitores especificos e avaliar o potencial de uso de
esporos como agentes de inoculagdo em mudas de Eucalyptus em larga escala.
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2 MATERIAL E METODOS

(0] trafbélbo foi-desenvolvido em casa de vegetagdo dos departamentos de
Fitopatoloéia e Fitotecnia da Universidade Federal de Lavras , no periodo de
fevereiro a agosto de 2001. .

2.1 Obtengiio do fungo ectomicorrizico .

Foram utilizadas 10 cylturas. dxcanétlws hibridas de Pisolithus
microcarpus obtldas de cruzamentos entre cu]tmas monocaridticas (Sales, 2001)
( Figurale 2 ) Essas foram rcplcadas em placas de Petri contendo meio MNM
(Meio de Mchn Norkrans, modificado por Ma.rx, 1969), e incubados a
25 °C por 35 dias. Discos de micélio com 5 mm de didmetro foram retirados das
bordas das coldnias e colocadds em placa de Petri contendo o mesmo meio €
incubados :; é:‘)\&C por 5 dias para um pré- crescimento, € posteriormente foram
utilizados paré inoculagdo em mudas de E. “urograndis”.

ot
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monocaridicas |

FIGURA 2. Delineamento de cruzamentos em dialelo balanceado para as
estimativas das Capacidades geral e especifica de cruzamento.




2.2 Preparo do substrato
.0 substrato utilizado para o preenchimento dos tubetes foi
composto de casca de arroz carbonizada, venmcuhta e terra peneirada, na
proporgid de 5: 3: 2 (T abela 1). Mlsturaram-se ao substrato, 10 g de sulfato de~
amonia, 2,5 g de cloreto de potassio € 2,5 g de FTE/ 96 tubetes

TABELA 1. Caracteristicas qulmlcas do substrato utilizado no preparo das -
. mudas de Eucalyptus uro-grandns, UFLA, Lavras, 2002

pH' | P K Na [ Ca™ Mmg** APt | H+Al |P-
' rem
TR
 mgaw’ cmiol/dm’®  |mgn
55 96[526 | - | 14 | 33 | 01 | 21 |308

2.3 Formac#o das mudas

Sementes do hibrido, Eucalyptus “urograndis”, cedidas pelo laboratério
de sementes do Departamento de Ciéncias Florestais da UFLA, foram
desinfestadas em alcool a 70% por 10 minutos, em agua sanitaria a 70% por 1
hora, € !a,vadas em agua deionizada esterilizada ( autoclave a 121°C por 20
min.). Apés foram colocadas para germinagio em bandejas contendo areia
esterilizada.

Apbs a germinagdo, as plintulas foram pulverizadas com solugdo de
Clark (1975), diluida a 1/4 da concentragdo original, com o seguinte conteudo
normal (mM): 2,53 Ca(NO;),.4H,0; 1,3 KNOs;; 0,5 KCL; 0,9 NH,NO;; 0,5
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MgS0..7H;0; 1,5 Ca(H,P0,),.H,0; 0,007 MnCl,. 4H;0; 0,019 H;BOs; 0,002
ZnS0;; 8,6 .10° (NH,)sMo704.4H,0; 3,0 .10* CuS0O,.5H,0; 0 ,004 NazEDTA e
0.004 FeCl;.6H,0.

As plantulas com 53 dias de idade foram transplantadas para tubetes de
150 cm’, sendo 2 plantas por tubete, num total de 30 tubetes por bandeja, ou
seja, 60 plantas por bandeja.

Trinta e dois dias apds o transplantio, as mudas foram inoculadas com
discos de micélio de P. microcarpus. Foi colocado um disco por planta em
contato com as raizes das plantulas, um , sendo inoculada somente uma muda
por tubete. '

2.4 Condugiio e avaliagio do experimento

O experimento constou. de 11 tratamentos,” sendo uma espécie‘ de
eucalipto, 10 isolados dicariticos de fungos ectomicorrizicos e testemunha nido
inoculada. Empregaram -se 4 repeticdes, € cada parcela com 15 plantas. O
delineamento foi inteiramente casualizado. '

Quatro meses apds o transplantio, as plantés nio inoculadas de cada
tubete foram cortadas na altura do solo, deixando somente uma muda / tubete,
restando 30 plantas/ bandeja. '

Apés trinta dias, todas as mudas foram medidas quanto a altura e ao
didmetro do colo €, em seguida, foram retiradas dos tubetes, e lavadas em agua
corrente. Separou-s¢ uma amostra de cinco plantas por tratamento para a
avaliagdo de colonizagdo micorrizica. Para essa avaliagdo, foram coletadas
amostras de raizes finas, nos tergos superior, intermediario e inferior do sistema
radicular, obtendo-se, assim, uma amostra composta. Essas amostras foram
preservadas em formalina- alcool- acido acético (FAA) até a avaliagio da
colonizagdo micorrizica, segundo a metodologia de Giovanetti & Mosse (1980).
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Quinze plantas de cada tratamento foram separadas para determina¢do de peso
seco de raizes e parte aérea e determinagio do teor de fosforo e mtrogemo
presentes nas folhas.

Os dados de taxa de colonizagdo dlametIo do colo, altura total das
mudas, peso seco do sistema radicular e da parte aérea foram coletados aos 203
dias e submetidos a analise de varidncia conforme o seguinte modelo: '

Yy=p+ Gi+ Sy+ ey |
Sendo, Y= média da i*™; cultura dicariética hibrida na j*™ repeticdo.
p = efeito da média geral; '
G: = efeito da Capacidade Geral de Cruzamento (CGC) associados & i*™
cultura genitora monocariética— efeito aleatorio; -
Sy = efe_ito da Capacidade Especifica de Cruzamento (CEC) entre genitores
monocariéticos;
ey =erro aleatério médio, associado ao tratamento de ordem ij.
Para a realizagdo dessas aﬁélises utilizou-se o programa GENES (Cruz,
1997).

As culturas monocaridticas paternas (M1, M5, M6, M10 E M12) nio
foram inoculadas em plantas de E. uro-grandis. Fez-se a andlise genética, a fim
de se estudar as capacidades geral e especifica de cruzamento.

Segundo Falconer (1966), citado por Zobel & Talbert (1984),
Capacidade Geral de Cruzamento € a performance média de uma progénie de

um individuo, quando este ¢ cruzado com varios outros, em uma populagdo, ja

Capacidade Especifica de Cruzamento é a performance média de um
cruzamento entre dois progenitores especificos.
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2.5 Eficiéncia micorrizica

A eﬁcxencna mlcomzlca ¢ um indice que traduz a contribuigio das
micorrizas para o acumulo de matéria seca da parte aérea ou de outro parimetro
de crescunento e foi calculada utilizando a formula: .

EM=[(IN- NI) /N]] x 100
IN - Matéria seca da parte aérea das plantas inoculadas @)
NI - Matéria seca da parte aérea das plantas nﬁq inpculadas (®)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento e produciio de matéria seca

A capacidade dos isolados ectomicorrizicos em exercer efeitos na taxa
de crescimento em altura das mudas,em relagdio ao tratamento testemunha (nfo
inoculado), foi estatisticamente significativa, demonstrando o efeito positivo da
inoculagdio ¢/on uma variagio natural entre as estirpes hibridas constituidas em
laboratério por meio de cruzamentos contrblados (Tabela 2 e Figura 3). O
isolado D4 foi o que propiciou maior valor em altura, embora nio tenha
diferido estatisticamente dos demais isolados (Tabela 2). Somente as mudas
inoculadas com " o isolado D8 nio diferiram significativamente em altura com
relagdo A testemunha. Garbaye et al. (1988) observaram também um aumento
significativo na altura das mudas de um hibrido, E.urophylla x kirtomana
inoculadas com Pisolithus tinctorius eScleroderma texense. Entretanto,
Comerlato (1992) ndo verificou efeito no crescimento de plantulas de 5
| espécies de Eucalyptus inoculadas com Pisolithus tinctorius. Segundo o autor, a
diferenca de crescimento observada entre as espécies de eucalipto foi atribuida
ao potencial genético de cada uma delas, e nfio a inoculagio com o fungo

ectomicorrizico.
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FIGURA 3. Crescimento de mudas de E. “urograndis” aos 203 dias
; de idade, inoculadas com 10 culturas dicariéticas de
Pisolithus microcarpus.O quadro ao lado representa os
I cruzamentos entre as culturas paternas (M1, M5, M6,
; MI10 e M12).
D — dicaridtico
C — testemunha ( ndo inoculada )




O peso da matéria seca das raizes das plantas inoculadas apresentou
maiores valores em comparagdo com a testemunha, porém essa diferenga ndo
foi siéniﬁcativa (Tabela 2). Resultado similar também foi constatado por
Comerlato, 1992, que ndo observou diferenga significativa no peso da matéria
seca de raizes das mudas inoculadas com fungos ectomicorrizicos em relagdo a
testemunha. No entanto Rosado et al. (1994a) observaram  que mudas de
Pinus inoculadas com P. tinctorius aprésentaram um aumento significativo no
peso seco das raizes. No presente trabalho, essa ndo significAncia com relagdo
ao pesb seco de raizes e taxa de colbnizaqéo pode ser explicada por duas razoes:
a primeira pode estar relacionada aos maiores coeficientes de variagdo; 25,12 e
57,09% respectivamente. A segunda pode estar relacionada ao proprio sistema
de produgio de mudas em tubetes, que sdo recipientes suspensos € limitam a
expansio do sistema radicular.além dos seus limites, e, nesse caso, com o passar
do tempo, a tendéncia ¢ que os sistemas radiculares se igualem.

Quanto ao peso seco da parte aérea, observou-se diferenca significativa
nas mudas inoculadas com os isolados D1, D2, D3, D4, D5, D7, D9 e D10, em
relagio a testemunha (Tabela 2). As mudas inoculadas com o isolado D4
apresentaram valores significativos, em comparagdo com a testemuha. O menor
valor foi observado em mudas inoculadas com o isolado D8. Observando o
isolado D4, verifica-se que a altura de 44,18 cm ¢ o PSPA de 1,68 g sdo

superiores a testemunha em 114 e 73%, respectivamente.
3.2 Porcentagem e conteiido de nitrogénio e fésforo

As analises de varidncia para os teores ¢ conteudo de N ¢ P na parte
aérea das mudas ndo foram conduzidas, pois estas caracteristicas foram obtidas

em duas amostras compostas por tratamento. A inoculagdo com os dez isolados

de fungos ectomicorrizicos propiciou, as mudas, maior absor¢do de fosforo e
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nitrogénio Tanto para porcentagem € -conteido de P ¢ N, o tratamento
testemunha (nfo inoculado) apresentou os menores valores (Tabela 3). A
capacidade do isolado- D4 em nutrir as mudas de Euca"l,}ptu.& com N e P foi
superior em 54 ¢ 11%, e para o conteiido total de N e P essas superioﬁdadw
assumem valores 165 e 91%, respectivamente. As mudas inoculadas com o
isolado D8 apresentaram os menores valores (Tabela 3).

E provavel que a superioridade, para o crescimento em altura (114%) e
peso da matéria seca da parte aérea (73%), promovida pelo isolado D4, seja
resultante da eficiéncia do uso de N e P em mudas inoculadas com esse isolado.
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TABELA 2. Percentagem de colonizagdo das raizes de L. “urograndis”

isolados dicaridticos de Pisolithus microcarpus, crescimento em

diametro dasmudas obtido no colo (DC), altura total (Alt),

seco do sistema radicular (PSR)

pelos

peso

¢  parte aérea (PSPA) "¢

eficiéneia  micorrizica (EM%) na produgio de matéria seca.
Isolados %mic. |DC (mm) |Alt(cm) |PSR(g) |PSPA(g) |EM %
D1 1440a |295¢ 4083cd | 0,71a 1,40 be 443
D2 1357a [2,79bc |41,66cd | 0.84a 1,54 ¢ 58,8
D3 21,86a |2,80bc |40,29cd | 0,77 a 1,54 ¢ 58,8
D4 17,55a |2,93¢ 44,18 d 0,79 a 1,68 ¢ 73,2
D5 1224a |2, 71 abc |36,47bc | 0,76a 1.52¢ 56,7
D6 23.04a |2,59ab 39.54 cd 0.68 a 1,35abc | 39,2
D7 17,59a 2,78 bc  [43,03 cd 0,72 a 1,50 be 54,6
D8 1938a |2,43a 2973ab | 0,63 a 1,11 ab 14,4
D9 13,56a |2,83bc [40,97cd | 0,862 1,70 ¢ 15.3
D10 1892a |283bc [3790cd | 0,71a 1.48 be 52,6

Testemunha - 243 a 23,48 a 053 a 0,97 a -

Valores mécliqs seguidos pela mesma letra na mesma coluna, ndo diferem entre si
pelo teste “Fisher’s Protected LSD” (p<0,05).
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3.3 Eficiéncia micorrizica

A eficiéncia micorrizica de Eucalyptus “urograndis” na produgdo de
matéria seca da parte aérea foi maior em mudas inoculadas com os isolados D4
e D9 (Tabela 2). As mudas inoculadas com esses isolados também apresentaram
conteudo de fosforo e nitrogénio superior em relagio as demais. O contetido
desses nutrientes foi maior nas plantas inoculadas que nas ndo inoculadas
(Tabela 3). Esse resultado pode ser atribuido aos efeitos da inoculagdo na
eficiéncia de uso desses elementos pelas mudas de Eucalyptus inoculadas com
os isolados de P. microcarpus, como ja foi constatado por Bowen (1973),
Malajczuk et al. (1975), Soares (1986, 1993), Vieira & Peres (1988a), e Trajano
(1998) .



TABELA 3. Percentagem e conteido de N e P de mudas de

E. “urograndis” inoculadas com isolados
dicariéticos de -P. microcarpus, apés 203 dias
de crescimento. - '

Isolados %N | CN@ng.pl™) %P CP(mg.pl™)
D1 2.41 33.62 0.29 3.98
D2 2.78 4274 0.28 423
D3 2.57 39.58 0.30 4.62
D4 | ~.2.80 4689 | _ 031 5.20

< D5 2.44 37.07 027 4.11
D6 2.78 37.60 0.29 3.92
D7 2.55 38.12 025 3.74
D8 2.56 28.29 0.28 3.09
D9 2.66 4529 0.24 4.09
D10 |- 1.90 28.03 0.25 3.69

Testemunha |  1.82 17.65 0.28 2.72

Contetido de P e N (mg / planta ) = % P (N) x 10 x peso da muda
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3.4 Colonizac¢fio micorrizica

Apés 203 dias de crescimento, em condigdes de casa de vegetacgio,
todos os 10 1solados hibridos foram capazes de colonizar o sistema radicular,
porém nio houve dlferenca significativa entre eles. As raizes das piantas nio
inoculadas ndo apresentaram colonizagio micorrizica (Tabela 2). Observou-se
uma tendéncia de maior micorrizagdo nas raizes inoculadas com o isolado D6
(Tabela 2). O isolado D5 apresentou meno; capacidade de colonizagdo. A
percentagem de micorrizas nas raizes - foi relativamente baixa em todos os
tratamentos, em comparagio com outros trabalho& E provavel que o teor de
fosforo presente no substrato (9,6 ppm de P extmvel) usado tenha afetado a
nucornzaqao ‘Varios pesquisadores tém sugendo que o teor de fosforo na:
planta ¢ um dos principais fatores que controlam a infecgio micorrizica
(Sanders, 1975; Menge et al,, 1978). No entanto, Ratnayake et al. (1978) e
Grahan et al. (1981) sugeriram que a.baixa disponibilidade de fosforo no solo e
o baixo conteiido de fésforo na planta correlacionarain com o decréscimo do
nivel de fosfohpldxos € com o aumento da penneablhdade da membrana celular
da raizes, favorecendo a micorrizagio. ‘

Soares (1986) demonstrou que os teores de P ¢ N usados na formagio
das mudas de eucalipto, no viveiro, sdo altos e inibem a infecgio dos fungos.

Vieira & Peres (1988a) observaram que a maior percentagem de
ectomicorriza foi de 79% no solo que continha 3,5 ppm de P disponivel. Os
mesmos autores concluiram que a méxima eficiéncia simbiética do fungo foi
verificada no nivel de 23 ppm de P aplicado (1,71 ppm de P extraivel), ¢ a
infecgdo do fungo foi inibida significativamente acima de 94 ppm de P aplicado
(11,1 ppm de P extraivel). Nesse mesmo ano, Vieira & Peres (1988b)
concluiram, em um outro trabalho, que a eficiéncia simbidtica entre as mudas de
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Eucalyptus grandis e o fungo Pisolithus tinctorius somente se verificou no nivel
baixo de fosforo.

: ! Sﬁares (1993) sugeriu que o mecanismo mais provavel de regulagdo da
simbiose micorrizica seria o relacionamento entre o fosforo e os carboidratos-da
planta, j4"que o teor de fosforo influencia o metabolismo, a partigdo € o
transporte de carboidratos. Trajano (1998) sugeriu que a micorrizagdo é afetada
indiretamente pelo fosforo no solo e diretamente pelo fosforo da planta, pois
uma vez que se aumenta a disponibilidade de fésforo no solo, havera um maior
fluxo deste nutriente para a planta é, desse modo, passapdo a atuar no processo
de micorrizago. Evento que provavelmente tenha ocorrido no presente estudo.

| . Esses resultados revelam a existéncia de variagdes importantes entre os
isolados ¢ a possibilidade de condugdo de estudos de selegdes para a constituigio
de inbculos potencias para promover o crescimento € a absorgiio de nutrientes
para as mudas. Entretantb, a eficacia dessa selegfio depende do reconhecimento
do mecafismo da heranga, principalmente s¢ esta ¢ do tipo aditivo ou niio
aditivo, uma vez que, no primeiro caso, ha um efeito significativo da Capacidade
Geral de Cruzamento (CGC) e, no segundo, a significancia dos efeitos ocorre em
conformidade com a Capacidade Especifica de Cruzamento (CEC), relacionada
a cada genitor envolvido no cruzamento. O crescimento em didmetro, altura € a
taxa de colonizagdo das raizes épresentam significncia dos efeitos de CGC e
auséncia dos de CEC. Isso revela que, para essas caracteristicas, as capacidades
gerais de cruzamento dos genitores monocaritticos sdo diferenciadas ¢ devem

ser consideradas na selegio de genitores monocaridticos (Tabela 4).
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Os dados das Tabelas 5 ¢ 6 mostram que, tanto para o didmetro quanto
para a altura, os genitores M1 e M12 foram aqueles que apresentaram os maiores
valores de CGC, indicando a opgdo de selegdo do isolado dicariético 4, pois ele
reine ambos genitores no mesmo organismo dicaritico, que ¢ capaz de
colonizar as raizes ¢ gerar efeitos benéficos para o crescimento. Esses valores
positivos de CGC indicam que esses genitores geram progénies com valores
médios acima da média da populagdo, resultando, assim, em ganho genético
potencial.

Quanto i eficiéncia micorrizica, os genitores M1l e MI2 também
apresentam os maiores valores de CGC, sugerindo que pode-se selecionar o
isolado dicaridtico 4, pois esse gera efeitos positivos em relagio a esse
paramétro (Tabela 7).
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TABELA 6. Matriz de médias e efeitos da Capacidade de Combinagdo Geral (CCG) e Especifica
(CCE) da altura de mudas de FEucalyptus “urograndis”, envolvendo os genitores
monocarioticos e respectivas descendéncias dicaridticas hibridas de P. microcarpus.

Isolados monocarioticos paternos (M)

M1 (3,040)* M5(0,677) M6(-3,003) M110(-3,46) M12(2,747)
Ml 40,8 (-2,35)** | 41,7(2,16) 40,3(1,25) 44 2(-1,07)
M5 36,5(-0,66) 39,5(2,86) 43,0(0,15)
M6 Cruzamentos reciprocos 29,7(-3,27) 41,0 (1,77)
M10 nfio realizados 37,9 (-0,85)
M12
Média da testemunha (nfo-inoculada) 235

¥

()* - Valores das CGC’s das culturas monocariéticas paternas
( )** Valores das CEC’s das culturas dicariéticas hibridas
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TABELA 7. Matriz de médias e efeitos da Capacidade de Combinagdo Geral (CCG) e Especifica

(CCE) da eficiéncia micorrizica em mudas de Eucalyptus “urograndis” ,envolvendo os
genitores monocaridticos e respectivas

descendéncias dicari6ticas hibridas de
-Pisolithus microcarpus. :

Isolados monocariéticos paternos (M)

M1( 7,98)*

o oo [ oo | s Ty
— AN &\\\\\\\\\\\\\\\\ 52,98 (,2) '36£4 (.45 | 48,42 c604)
M6 Cruzamentos reciprocos &\\\\\\\\\\ 15,05 (-19,89) 7218 10,05
M10 ndo realizados &\\\\\\\\\\\\\\\\ 46,58 (0,015)

()*
()**

Média da testemunha (ndo-inoculada)

- Valores das CGC’s das culturas monocariéticas paternas

Valores das CEC’s das culturas dicariéticas hibridas



Para as variaveis, didmetro ¢ altura, observa-se a superioridade de M1 ¢
MI12 com relagio aos outros genitores monocaridticos ¢ com relagdo ao
trataménio testermunha (ndo inoculado)(Figura 4).
' Nessas condigdes, os esporos provenientes das frutificagdes desse
isolado D4 (M1 x M12) podem sgr empregados na composigio de inéculos para
uso em larga escala em viveiros de mudas de Eucalyptus.

O uso ‘de esporos como agente cie inoculagio apresenta uma série de
vantagens sobre os métodos que utilizam estruturas fiingicas assexuais, pois cles
sdo facilmente armazenados por maiorés periodos de tempo (Marx, 1976) e
oferecem vantagens econdmicas na producdio comercial (Cordell et al., 1987). A
ixﬁpiementaqio do uso de esporos,. até. entdo, ndo era possivel ou era de uso
empirico, devido & falta de estudos sobre a heranca das caracteristicas de
efetividade simbidtica. Uma alternativa viavel seria estimular a formagdo de
basidi_gggrpo em mudas de eucalipto inoculadas com Pisolithus, obtendo-se,
assim, uma grande quantidade-de esporos.

Considerando a taxa de colonizagio radicula.r decorrente do efeito de
cada genitor monocariético cruzado para a geragdo das 10 -estirpes hibridas,
observa-se que o isolado monocariético 10 . propiciou uma taxa de colonizagio
media de 20,8% (Figura 5), porém, sem resultar em beneficios para o
crescimento e absorgdo de N ¢ P ( Figura4e6).

As anilises dialélicas para os teores ¢ conteudos de N e P ndo foram
realizadas em decorréncia da auséncia de um dispositivo experimental
apropriado.

Quanto a absor¢do desses nutrientes, considerando os isolados
monocariéticos, observa-se que o M1 apresentou valores maiores ( Figura 6 ),
sugerindo' que o cruzamento desse, com qualquer outro isolado monocariético,
podera gerar ganhos em termos nutricionais.
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Didmetro no colo (mm)

Altura (cm)

M1 M5 M6 M10 M12 Testemunha

Isolados monocarioticos paternos

FIGURA 4. Crescimento em didmetro em altura  de mudas de Eucalyptus
urograndis” , associados aos cinco isolados monocaridticos
de P. microcarpus utilizados como progenitores e & testemunha
(ndo inoculada).Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste “Fischer’s Protected LSD”.
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Colonizagdo (%)

M1

FIGURA 5.

M5 M6 M10 Mi2

Isolados monocarioticos paternos

Taxa de colonizagdo micorrizica de cinco
isolados monocariéticos de Pisolithus
microcarpus utilizados como progenitores.
Valores seguidos pela mesma letra nio
diferem entre si pelo teste “Fischer’s
Protected LSD”.
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Isolados monocariéticos paternos
monocarioticos de P. microcarpus utilizados como progenitores e a

testemunha (ndo inoculada).

de mudas de Eucalyptus “urograndis”, asociados aos cinco isolados

FIGURA 6. Concentragéo ¢ conteudo de nitrogénio e fosforo na parte aérea



4 CONCLUSOES

1. E possivel obter isolados fiingicos hibridos de Pisolithus por meio de
cruzamentos controlados entre isolados genitores monocariéticos

- compativeis.

. Os efeitos desses isolados sobre a planta hospedeira sdo varidveis de

" acordo com os isolados monocariéticos empregados como genitores.

. As diferengas na Caphcidade Géral de Cruzamento (CGC) entre esses
. isolados foram significativas, enquanto que as diferencas na Capacidade
Especiﬁca de Cruzamento (CEC) nio o foi.

"0 'uso de esporos de frutificagdes de isolados, cujos genitores
'apljesemam altos valores de CGC, ¢ viavel para gerar ganhos genéticos
nos beneficios da simbiose, em termos de promogio do crescimento de
mudas de Eucalyptus e na capacidad_e de melhoria do estado nutricional.
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CAPITULO 3
ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE CULTURAS E EXTRATOS DO

FUNGO Pisolithus microcarpus E INIBICAO DE CRESCIMENTO DE
PATOGENOS RADICULARES

62



‘RESUMO

ABREU, Maria Floriana Esteves. Atividade antifiingica de culturas e
extratos do fungo Pisolithus microcarpus e inibigdo de crescimento de
patbgenos radiculares. 2002. Cap. 3, p. 63 - 85. Tese (Doutorado em
Fltopatologm) Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

No presente trabalho, objetlvou-se detectar substincias antifingicas em
extratos de dez isolados dicariéticos de Pisolithus microcarpus, resultantes do
cruzamento de culturas monocaridticas obtidas a partir de esporos de
basidiocarpos coletados em povoamentos ' de Eucabptus sp, da regido de
Camargos- MG. Os extratos dos isolados ectomicorrizicos foram aplicados em
placas de silica( CCD- cromatografia em camada delgada) e, apds a corrida, as
bandas .formadas pelas substincias foram observadas sob luz UV (365 e 254 .
nm). Quando os cromatogramas foram pulverizados com suspensio de esporos
de Cladosporium herbarium (5x10° esporos/ml), conclui-se que os metabolitos
sintetizados por todos os isolados inibiram. o crescimento do fungo. Outros
ensaios foram conduzidos, objetivando avaliar o efeito dos extratos no
crescmiento de Fusarium oxysporum, e constatou-se auséncia de antagonismo
nos compostos Em placas de Petri, fez-se o pareamento de culturas dos isolados
ectomicorrizicos com cultura de Rhizoctonia solani. Empregaram-se 3
repetides por tratamento ¢ uma testemunha sem o fungo “ectomicorrizico.
Observou-se, em todos os isolados de Pisolithus microcarpus, o efeito inibitério
ao crescimento do patdgeno. Extratos aquosos de trés isolados dicaridticos (D4,
D6 e D7), selecionados ao acaso, foram submetidos a placas de CCD.
Aplicaram-se acido oxdlico e acido clorogénico, a fim de detectar a presenca
desses compostos nos extratos ectomicorrizicos. Comparando o Rf ( fator de
retenqio), concluiu-se que os extratos, provavelmente, nio apresentam em sua
composigio, os acidos usados como padrdo. No entanto, todos os extratos foram
toxicos a Cladosporium herbarum. Os resultados desse estudo demonstraram
que metabolitos toxicos foram produzidos pelos isolados de Pisolithus
microcarpus, e foram ativos contra os fungos C. Herbarium e Rhizoctonia
solani.

*Comité Orientador: Sebastido Carlos da Silva Rosado — UFLA (Orientador);
Prof® Dulcinéia de Carvalho — UFLA; Prof. Mario Lucio Vilela de Resende -
UFLA, Prof® Maria das Gragas Cardoso — UFLA.

63



ABSTRACT

ABREU, Maria Floriana Esteves. Antifungal activity of cultures and extracts
of Pisolithus microcarpus and inibition - of the growth of root pathogens.
2002. Cha. 3, p. 63 - 85 Thesis (Doctorate in Phytopatology) — Univeridade
Federal de Lavras, Lavras - MG.

This work aimed to detect antifungal substances in the extract of ten -
dicariotic isolates of Pisolithus microcarpus, which resulted from crossbreeding
of monocariotic cultures obtained from the basiocarp spores collected in
populations of Eucalyptus sp. from Camargos - MG region. The extracts were
applied in silica plates (TLC - thin layer chromatography), and after the run of
the substances through the plate, bands formed were observed under UV light
(365 and 254 nm). When the chromatograms were pulverized with a suspension
of Cladosporium herbarium spores (5 x 10° spores/ml) it was concluded that the
metabolites synthesized by all isolates inhibited the growth of the fungi under
test. Other assays were carried on, in order to evaluate the effect of the extracts
on the growth of Fusarium oxysporum. In just case no antagonism activity was
verified. The matching of the ectomycorrhizae culture isolates with Rhizoctonia
solani culture was done in Petri dishes. Three replications were done for each
treatment and a control . without ectomycorrhizal fungi. In all Pisolithus
microcarpus isolates the pathogenetic growth inhibition effect was observed.
Aqueous extracts of dicariotic samples selected by chance (D4, D6 and D7)
were submitted to TCL plates. Oxalic acid and chlorogenic acid were applied in
order to detect the presence of these compounds in the ectomycorrhizae extracts.
Comparing the Rf (retention factor) allowed concluding that the extracts
probably didn’t present in their composition, the acids taken as patterns.
Nevertheless, all extracts were fungitoxic to C herbarium. The results of
this study demonstrate that metabolites were produced by the isolates of
Pisolithus microcarpus and were toxic to
C. herbarum and the pathogenic fungus R. solani .

Advising Committee: Sebastido Carlos da Silva Rosado — UFLA (Major
Professor ); Prof* Dulcinéia de Carvalho — UFLA; Prof. Mario Lucio Vilela de
Resende — UFLA; Prof® Maria das Gragas Cardoso — UFLA.



1 INTRODUCAO

Patogenos de solo sdo responsaveis por tombamentos de .~ mudas
(damping-off) em viveiros florestais em muitos paises. Os fungos mais
comumente isolados dessas mudas sdo Rhizoctonia, Pythium e algumas espécies
de Fusarium (Salerno et al., 2000). Na América do Norte, espécies de Fusarium
s3o responsaveis por damping-off em viveiros de coniferas, causando grandes
perdas (Chakravarty et al., 1999). Normalmente, essas doengas sdo controladas
através do uso de varios fungicidas. No entanto, esses tém sido pouco efetivos
devido ao desenvolvimento de resisténcia dos patogenos .(Chakxavmtf et al,
1999).

Diversos trabalhos tém sugerido o uso de fungos ectomicorrizicos por
esses melhorarem o estado nutricional das plantas e no controle de doengas
radiculares.

As ectomicorrizas sdo comuns associagdes simbidticas entre raizes €
fungo. Essas associa¢des e fungos, que afetam o sistema radicular t€m uma
importante semelhanca. Ambos sdo tipos de parasitismo, que competem pela
colonizagdo dos mesmos tipos de raizes, Marx (1973b).

Os fungos ectomicorrizicos tém sido sugeridos como responsévéis pelo
aumento da resisténcia de seus hospedeiros a patdgenos, por formarem uma
barreira fisica conferida pelo manto fungico, utilizando excesso de carboidratos
nas raizes das plantas, reduzindo a atratividade quimica das raizes a patogenos,
permitindo o crescimento de antagonistas da rizosfera e pela produgdo de
compostos antimicrobianos (Zak, 1964). Porém, os mecanismos que envolvem a
supressdo da doenga pela ectomicorriza sdo pouco conhecidos.

A sintese in vitro de compostos antifiingicos tem sido sugerida em mais

de 90 espécies de fungos ectomicorizicos (Marx, 1973a). Entretanto, poucos
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estudos t€m sido feitos para verificar o papel da antibiose pela ectomicorriza in
vivo. Duchps_ne et al. (1988) sugeriram que a presenca de compostos
antifingicos "vpi'qduzidos pelo fungo. ectomicorrizico  Paxillus involutus esti
associada com o aumento significativo da resisténcia  de mudas de  Pimus
resinosa 4 ...  infecgdo | pelo .pa'ltégeno,Fusaﬁym oxysporum. O
conhecimento da biosintese de antibiticos poderia ser essencial se o fungo
ectomicorrizico ou os compostos sintetizados por ele fossem usados : como
pesticidas contra patogenos radiculares (Duchesne et al., 1989).

Virios compostos com atividade antimicrobiana tém sido isolados de
fungos ectomicon;rizicos: diatretine de Leucopqxillus cerealis var. piceina Peck
(Marx, 1969b), micorrizina A e‘ -cloromicorrizina A, de um fungo
ectendomicorrizico, isolados de ‘raizes de Monotropa hipopitys L. (Trofast &
Wickberg, 1977), 4cido oxalico de Paxillus involutus Fr. (Dushesne et al., 1989),
4cido p-hidroxibenzolformico ‘¢ 4cido p-hidroximandélico de P. fincrorius
( Kope et al., 1991; Tsantrizos ct al., 1991). A complexidade da cstrutura dessas
substincias séo tipicas de metabdlitos secundérios produzidos por fungos (Kope
etal., 1991). | |

Baptista et al. (1999) observaram a produgdo in vitro de compostos
fenslicos durante a interacfio de raizes de Eucalyptus urophylla com o isolado
185 de Pisolithus tinctorius ¢ sugeriram que o acamulo de compostos fenélicos
na planta hospedeira parece ‘ter papel importante na compatibilidade
ectomicorrizica. Fendis antibiticos podem ser formados em resposta ao -
ingresso de patogenos e fazem parte dos iixecanismos de resposta ativa, ou, por
outro lado, ocorrer constitutivamente nas plantas e funcionar como inibidores
pré-formados associados a resisténcia de plantas ndo hospedeiras (defesa
constitutiva ou pré-formada) (Nicholson & Hammerschmidt, 1992).

No Brasil existem poucos estudos com relagio a substincias
atifingicas sintetizadas por fungos ectomicorrizicos, sendo assim, objetivou-se
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com este trabalho detectar substincias antifiingicas produzidas por 10 isolados
dicariéticos de Pisolithus mibrocarpus e verificar o efeito desses compostos em

patogenos do sistema radicular.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Detecgiio de substincias antifimgicas em extratos de fungos

ectomicorrizicos
2.1.1 Preparo do inéculo do fungo ectomicorrizico

Em placas de Petri contendo meio Melin Norkrans modificado (MNM)
(Marx, 1969a) (Tabela 6 A), foram colocados discos de papel celofane
previamente fervidos em EDTA por 10 minutos €, em seguida, lavados em agua
deionizada e apds, esterilizados por 20 minutos a 120 °C. Dois discos (10 mm de
didmetro) de coldnias dos isolados dicariéticos do fungo ectomicorizico P.
microcarpus com 30 dias de idade e crescidos no mesmo meio de cultura foram

colocados em cada placa.
2.1.2 Obtencio do extrato dos fungos ectomicorrizicos

Segundo uma modificagdo da técnica descrita por Kasuya (1996), os
micélios foram retirados das placas apés 34 dias e colocados em Becker
contendo 100 mL de metanol. Essa mistura foi estocada por 24 horas ¢ filtrada
posteriormente, € o metanol (MeOH) evaporado a vacuo a 40 °C. O extrato foi

armazenado no escuro sob refrigeragio a 10 °C.
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2.1.3 Obtenciio da cultura do fungo Cladosporium herbarum

Discos de colénias do fungo C. Herbarum (isolado de maracuja, cedido
pelo professor Mario Lucio), com 20 dias de idade, crescidos em meio BDA
(batata, dextrose e agar) foram repicados para placas de Petri contendo 0 mesmo
meio e levados para incubadora (BOD) a 25 °C por 10 dias. Obtendo-se assim

esporos de C. herbarum.
2.1.4 Cromatografia em camada delgada

Os extratos dos isolados dicaridticos do fungo P. microcarpus
foram submetidos 8 CCD (cromatografia em camada delgada), usando placas de
silica gel 60 F254 e, apés a aplicagdo dos extratos ectomicorrizicos, fez-se a
corrida com os solventes cloroformio e metanol (10:1). Observaram-se as
bandas sob luz UV, com comprimento de onda de 365 nm e 254 nm. Apos,
pulverizaram-se as placas com suspensio de esporos de C. herbarum ( 5 x 10°
esporos / mL de meio de sacarose, éeguindo-sc incubagdo em camara de
crescimento a 28 °C por 3 dias, a fim de verificar a presenga de substincias
fungitoxicas, evidenciadas pelo halo de inibigdo do crescimento do fungo teste.
A distancia relativa (rRf) de cada halo de inibigdo foi calculada como a distancia
relativa entre a distincia do halo de inibi¢do da linha inicial e a distincia do halo

fluorescente apresentado pelo extrato do fungo ectomicorrizico.

2.2 Efeito de extratos ectomicorrizicos na inibiciio do crescimento de

Rhizoctonia solani e Pythium sp.

Foi testado o efeito dos extratos dos isolados dos fungos

ectomicorrizicos sobre os patogenos R. Solani (isolado de batata) € Pythium sp
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(isolado do laboratério de Micologia do Departamento de Fitopatologia da
UFLA).

Em placas de Petri de 15 cm de didmetro, colocaram-se 20 mL de meio
BDA. Em seguida, colocou-se de um lado da placa um disco de papel de filtro
contendo o extrato do fungo micorrizico, € todas as placas foram colocadas sob
refrigeragdo a 10 °C por 60 minutos. Decorrido esse tempo, colocou-se do outro
lado da placa 1 disco de micélio de 10 mm de didmetro de bordas de col6nias de
R. Solani ou Pythium sp com 10 dias de idade. Em seguida, as placas foram
colocadas em incubadora a 25 °C. Apés 24 horas, fez-se a primeira avaliagdo
quanto 3 formagdo do halo de inibi¢do do crescimento dos fungos patogénicos

e, decorridos 4 dias, fez-se outra avaliagdo.
2.2.1 Delineamento experimental

Nesse experimento foram utilizados extratos de 10 isolados dicariéticos
de Pisolithus microcarpus, (D1,D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10),
testemunha, 2 fungos patogénicos, Pythium sp € R. solani, num total de 13
tratamentos, com 3 repeti¢des (3 placas por tratamento) em delineamento
inteiramente casualizado.

2.2.2 Avaliagio e condugiio do experimento

O tempo de incubagio foi definido de acordo com a formagdo ou ndo

do halo de inibigdo do crescimento do fungo patogénico.
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2.3 Pareamento de 10 isolados dicariéticos de Pisolithus microcarpus com

cultura de R. solani

Em placas de Petri de 15 cm de didmetro, colocaram-se 20 mL de meio
MNM. De:um lado da placa, colocou-se 1 disco de micélio (10 mm) de cultura
do fungo ectomicorrizico com 15 dias de idade e, em seguida, essas foram
levadas para incubadora a-25°C durante 8 dias. Decorrido esse tempo, colocou-
se, do outro lado da placa, 1 disco de micélio (10 mm) de col6nia de R. Solani, e
as placas foram levadas novamente para incubadora. Apés 4 dias, avaliou-se a
formagdo do halo de inibigdo do crescimento do fungo patogénico e calculou-se
o raio de inibigdo (rRf), como sendo raio de inibigdo/ raio do disco do fungo

ectomicorrizico

2.4 Inibigdio do crescimento de Fusarium oxysporum por extratos de fungos

ectomicorrizicos
2.4.1 Obtenciio do fungo patogénico

Discos de col6nias do fungo Fusarium oxysporum ( fungo isolado de
café, cedido pelo laboratério de Micologia do Departamento de Fitopatologia da
UFLA), com 20 dias de idade, crescidos em meio BDA, foram repicados para
placas de Petri contendo o mesmo meio, obtendo-se assim cultura  do

patogeno.
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2.4.2 Obtengio do extrato do fungo ectomicorrizico
Nesse teste foi utilizado 0 mesmo extrato citado no item 2.1.2.

2.4.3 Conducdo do experimento

Em placas de Petri de 15 ecm de didmetro, colocaram-se 0,5 mL de
extrato ectomicorrizico. Apés, colocaram-se 20 mL de meio BDA. Em seguida,
as placas foram acondicionadas sob refrigeragio por 16 ‘horas. Apés esse
periodo, no centro de cada placa, foi colocado um dlsco de meio (10 mm de
diametro) contendo micélio de cultura de Fusarium oxysporum com 28 dias de
idade. Apés, as placas foram acondicionadas em cimara de crescimento a 25 °C
por 4 dias.

2.5 Detecgdio de substéncias antifangicas em extratos de 3 isolados -

ectomicorrizicos, usando como padrio o 4cido oxlico e 4cido clorogénico

Nesse ensaio, selecionaram —se, a0 acaso, trés isolados ( D4, D6 ¢ D7) ¢
procedeu-se a extragdo, segundo a metodologia de Kasuya 1996, modificada.

Em erlenmeyer com capacidade para 250 mL, colocaram -se 200 mL de
meio liquido (MNM, Marx, 1969a) ¢ 6 discos de micélio de bordas de cultura
dos isolados ectomicorrizicos de 15 dias de idade. Apds 30 dias, em erlenmeyer
com capacidade para 500 mL, colocaram-se 300 mL de meio liquido onde os
fungos cresceram, ¢ 20 g de micélio de cada cultura, e acrescentaram 300 mL
de metanol. Apés 24 horas, filtrou-se a mistura € o metanol foi evaporado a
vécuo em evaporador rotativo a 60 °C. Esses extratos foram estocados no escuro
a -5 °C de um 'dia para o outro. Fez —se, em seguida, o fracionamento,
separando —se a parte liquida com 90 mL de acetato de etila em 3 aliquotas de 30
mL. Apds a separagio, acrescentaram--se 1,08 g de sulfato de magnésio (Mg S0, |
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anidro), para absorver o resto da 4gua do extrato. Apos 24 horas, filtrou-se o
extrato ¢ evaporou-se o acetato de etila com o mesmo procedimento do metanol.
Em segulda, a substincia foi levada para estufa a 35 °C para’ completa
evaporag:ao do acetato. A substincia foi dissolvida em 2 mL de metanol. Em
seguida, procedeu-se & aphcac;éo dos extlatqs em placas de silica (CCD).

Na tentativa de identificar as substéncias presentes nos extratos, usaram-
se, como padrdo, acido oxalico € 4cido clorogénico na concentragio de 0,18 g .
de acido/ 5'ml de metanol. Apos a secagem da placa, essas foram pulverizadas
com suspensio de esporos de C. herbarum G x 10° esporos / mL de meio de
sacarose), segumdo-se incubagdo em cdmara de crescimento a 28 °C por 3 dias,
a fim de venﬁcar a presenca de substancxas fungltomcas evidenciadas pelo halo
de inibigdo do crescimento do fungo teste.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Deieég:ﬁo de substéncias antifingicas em extratos de fungos

ectomicorrizicos

'Algumas substancias foram detectadas - nos extratos dos isolados dos
fungos ectomicorrizicos. Todas foram visiveis sob luz UV 365 nm e 254 nm,
mas nem todas foram toxicas ao fungo teste C. herbarum. (Figuras 1). E
provavel que algumas substincias preseittes nos extratos dos isolados D1, D2,
D3, D4, D6 D9 DI0 sejam do mesmo grupo quimico, uma vez que os valores
de Rf s8o os mesmos ( Tabela 1).

« Os fungos ectomicorrizicos sdo capazes de produzir substincias, mesmo
na auséncia da planta hospedeira, 'com.o foi observado no presente trabalho.
Kaéuygl et al ( 1996) observaram a présenga de compostos em extratos de
fungos écfoﬁticorrizicos tanto na presenga ou auséncia da planta hospedeira.

Baptista et al. (1999) observaram a produgfio de compostos fenolicos
durante a mfec@o das raizes de E. urophylla por dois isolados de P. finctorius in
vitro. Muitos trabalhos tém sugerido a produgio de metabélitos, que protegem as
raizes contra patégenos radiculares ( Marx, 1969a ¢ 1969b; Marx & Davey,
1969; Sylvia & Sinclair, 1983a ¢ 1983b; Kope & Fortin, 1990; Kope et al,,
1991; Suh et al,, 1991)). Em alguns trabalhos, os autores identificaram esses
metabdlitos ( Marx & Davey, 1969; Duchesne et al., 1989; Kope et al., 1991).

73



TABELA 1. Halo de inibi¢io do crescimento de C. herbarum em extratos
equivalentes a 3,7 g de micélio fresco de isolados de Pisolithus =
microcarpus, aplicados em placas de CCD |

Extratos *rRf
D1 « 0,98 1,00 1,08
D2 1,00 1,01 1,0
D3 0,95 | '
D4 1,00 1,12
D5 1,10 |
D6 1,00 . 1,00 1,00
D7 1,08
D8 0.94 1,00 1,05
D9 0,95 0,99
D10 ' 0,90

*Rrf - disténcia relativa do halo de inibigdo / distincia do halo fluorescente
formado pela substincia.

3.2 Efeito de extratos ectomicorrizicos na inibi¢fio do crescimento de

Rhizoctonia solani e Pythium sp

Os extratos dos isolados nio afetaram o crescimento dos patogenos
R solani e Pythium sp. Resultado semelhante foi observado por Kasuya et al.
(1996), que nao detectaram efeito dos extratos micorrizicos no crescimento de R.
solani.

Perrin & Garbaye (1983) sugeriram que a difusibilidade da substincia
produzida pelo fungo ectomicorrizico Hebeloma crustuliniforme inibiu o
crescimento de Pythium ultimum. Fato esse, que ndo ocorreu no presente
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DI D2 D3 D4 D5 D7 D9 DI0

FIGURA 1. Placa de CCD com bandas formadas pelas
substincias dos isolados dicarioticos de Pisolithus
microcarpus, —observadas sob luz UV (254 nm).
D — extratos dos isolados dicarioticos
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3.3 Pareamento de dez isolados dicariéticos de Pisolithus microcarpus com

cultura de Rhizoctonia solani

Todos os isolados ectomicorrizicos ﬁroduziram metaboélitos, que
inibiram o crescimento de Rhizoctonia solani in vitro.- Observou-se halo de
inibigio do crescimento do patogeno com todos os isolados de fungos
ectomicorrizicos. Os isolados que promoveram maior inibicdo foram os
dicariéticos 151, D5 ,D6, D7, e diferiram significativamente dos demais (Figura
2). Somente o D5 ndo diferiu do D9 (Figura 2). Ao contrério do presente
trabalho, Zhao et al. (1990) nio observaram efeito inibitério de P. tinctorius ¢
A.. panterina no crescimento de R. solani em meio BDA.

Kope & Fortin (1989) testaram a habilidade de 16 fungos
ectomicorrizicos em inibir o .crescimento de Jpatégenos, em meio dé cultura, e
observaram que ,}’isélithus tinctorius foi inibitorio a Rhizoctonia praticola, mas
apresentou pouca inibigio contra R. solani..

Os resultados do presente trabalho permitem sugerir que os isolados de
Pisolithus micfécarpus produziram substincias antifingicas e ¢ possivel que
possam proteger as plantas contra patogenos . radiculares. - Levishon (1954)
observou que mudas de Pinus inoculadas com Pisolithus tinctorius foram
resistentes a R. solani. '

Novos estudos devem ser feitos, no sentido de identificar essas
sustincias produzidas por esses fungos ectomicorrizicos e fazer testes em
plantas, a fim de verificar o efeito dos exsudatos radiculares sobre a produgio
de metabélitos fungitéxicos € também estudar o efeito desses isolados em
plantas inoculadas com fungos patogénicos.
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FIGURA 2. Raio de inibi¢do (cm) de Rhizoctonia solani , pareada
com os dez isolados dicaridticos, analise considerando também os
cinco isolados monocariéticos e CGC. Valores seguidos pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade.
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Pela anilise dialélica, observa-se que o isolado monocariético 5 (M5)
apresentou CGC superior aos demais, sugerindo que esse isolado, quando
cruzado com qualquer outro, poderd gerar beneficios quanto & inibigio do
crescimento de R: solani (Figura 2). Observa-se que os maiores valores dos
halos de inibigdo sdo apresentadds pelos dicaridticos que tém como progenitor"o
isolado monocaridtico 5 (Figura 2). '

3.4 Inibig8o do crescimento de Fusarium oxysporum em extratos de fungos

ectomicorrizicos

Os extratos dos isolados dicariéticos ndo inibiram o crescimento 'de
Fusarium oxysporum. Esses extratos ja tinham passado por varias dilui¢des com
metanol. Acredita-se que esse fato pode ter contribuido para o efeito ndo
inibitério da substincia. Duchesne et al. (1988), trabalhando com o mesmo
fungo patogénico, mas usando metodologia diferente, observaram Que
compostos antifingicos ‘sintetizados pelo fungo ectomicorrizico Paxillus
involutus mlblram em 80% a esporulagio de F. | oxysporum. Os autores ,
sugeriram que o aumento da resisténcia de Pinus resinosa, inoculado com o/
fungo P. involutus, pode ser o resultado da biossintese de compostos
antifingicos, que sdo-estimulados pelos exsudados radiculares da planta. Sylvia
& Sinclair (1983b) observaram também que metabolitos sintetizados pelo fungo
ectomicorrizico Laccaria laccata inibiram e causaram distor¢do de hifas e
afetaram a germinagdo de microconidios e clamidésporos de Fusarium
oxysporum.

Outros estudos devem ser feitos com novos extratos , a fim de se testar
o efeito inibitério destas substdncias contra fungos patogénicos, uma vez que
esses compostos apresentam agdo antifiingica,como sugerido por Marx (1969a e
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1969b; Marx & Davey, 1969); Duchesne et al. (1988) ¢ Kope & Fortin (1989,
1990), Kope et al. (1991) e Farquar & Peterson (1991).

3.5 Detecgiio de substéncias antifingicas em extratos de 3 isolados

ectomicorrizicos, usando como padrio o icido oxélico e dcido clorogénico

Todos os isolados broduziram compostos, que foram visualizados sob
luz UV (365 nm e 254 nm). Observou-se que os trés isolados provavelmente
produzem as mesmas substincias, por possuirem o mesmo valor do fator de
referéncia (tabela 2 ).

Todas as substancias detectadas foram toxicas ao fungo Cladosporium
herbarum (Figura 3). Sugere-se que o fungo ectomicorrizico P. microcarpus
produz compostos antifiingicos em extratos aquosos € esses metabélitos podem
ser toxicos a patogenos radiculares, como observado no experimento anterior
(item 3.3.). Também podem ser produzidos em resposta & associagdo coma
planta hospedeira ( Marx, 1969a e 1969b; Sylvia & Sinclair, 1983a ¢ 1983b;
Duchesne et al., 1989). Buscot (1992) sugeriu que a causa da resisténcia da
planta a fungos patogénicos nio é somente resultado da producdo de compostos
fendlicos, mas pelo aumento do vigor devido & micorrizag#o.

E provavel que os acidos clorogénico € oxalico nfio estejam presentes
nessas substincias, uma vez que esses nio formaram bandas coincidentes com as
substincias sintetizadas pelo fungo - P. microcarpus (tabela 2 ¢ Figura 3). A
sintese de acido oxalico tem sido demonstrada em diversos fungos
(Hodgkinson, 1977, citado por Duchesne et al., 1989). Duchesne et al. (1989)
sugeriram que a inoculagio de mudas de Pinus resinosa com o fungo
ectomicorrizico Paxillus involutus resultou num aumento da concentragdo de

acido oxalico na rizosfera dessas mudas, quando comparado com a testemunha.
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Sugere-se que novos estudos sejam realizados utilizando plantas
hospedeiras, uma vez que exsudatos radiculares estimulam a sintese de
compostos antifiingicos sintetizados por fungos ectomicorrizicos.

TABELA. 2. Fator de retengfio ( Rf )* apresentado pelas
substéncias presentes em extratos de 3 isolados

de Pisolithus microcarpus.
Extratos Rf
D4 0,76 0,75 072, 0,71
D6 0,77 0,76 0,74 0,72
D7 0,75 0,72 0,70 -

*Rf = distancia percorrida pela substincia / distancia
percorrida pelo solvente
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D4 D6 D7 D4 Ac.C. D6 Ac.O0. D7

FIGURA 3. Extratos de 3 isolados dicarioticos de P.
microcarpus aplicados em placa de CCD
A — halo de inibi¢do do crescimento do fungo
Cladosporium herbarum
D — extratos dos isolados dicarioticos
Ac. C.- acido clorogénico
Ac. O. — acido oxalico
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4 CONCLUSOES

"1 - Os metabdlitos presentes em extratos de micélio fresco foram detectados em
todos os isolados de Pisolithus microcarpus e ‘ess‘es inibiram o crescimento de

.....

C. herbarum e ndo tiveram efeito inibitério'a Pyfhium sp, R. solani e Fusarium

oxysporum.

2 *~ Culturas de Pisolithus microcarpus, quando confrontadas com R. solani

produziram metaboélitos, que inibiram'o crescimento do patdgeno.

3 - Extratos aquosos dos isolados D4, D6. e D7 de P. microcarpus foram

toéxicos em relagdo a C. herbarum.

4 - Pela anglise dos valores de Rf, as substincias antifingicas presentes nos

extratos aquosos nio correspondem ao acido clorogénico e acido oxalico.
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TABELA 1 A. Resumo da analise de varidncia do crescimento em altura
de mudas de Eucalyptus “urograndis” inoculadas com dez
isolados de Pisolithus microcarpus.

Fonte de variacio G.L Soma dos quadrados Quadrado Médio F

Tratamentos 10 1531,34 153,13%* 5,87
Residuo 33 861,14 26,09

Total 43 2392,48

Média 38,01

CV%. 13,44

*+* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F

TABELA 2 A. Resumo da analise de variancia do crescimento em didmetro
de mudas de Eucalyptus “urograndis” inoculadas com dez
isolados de Pisolithus microcarpu.

Fonte de variacio G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F

Tratamentos 10 1,266 0,126** 2,97

Residuo 33 1,409 0,042
Total 43 2,675

Média 2,732
CV% 7,562

** Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F
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TABELA 3 A. Resumo da analise de varidncia do peso seco de raizes de
mudas de Eucalyptus “urograndis” inoculadas com dez
isolados de Pisolithus microcarpus.

Fonte de variagio G.L. Soma dos Quadrados Quadrado Médio F

Tratamentos 10 0,361 : 0,036 . 1,08
Residuo 33 1,096 0,033

Total 43 1,458

Média 0,725

C.V% 25,124

NS - Nio significativa a 5% de probabilidade pelo teste de F

TABELA 4 A. Resumo da andlise de varidncia do peso seco da parte
aérea de mudas de Eucalyptus “urograndis” inoculadas com
dez isolados de Pisolithus microcarpus.

Fonte de variacfio G.L Soma de Quadrados Quadrado Médio F

Tratamentos 10 1,983 0,1984* 2,67
Residuo 33 2,451 ' 0,074

Total 43 4,435

Média 1,434

CV% 19,00

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F
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TABELA 5 A. Resumo da analise de varidncia da percentagem de ‘
micorrizas em raizes de mudas de Eucalyptus “urograndis”
inoculadas com dez isolados de Pisolithus microcarpus.

Fonte de variagiio G.L Soma dos Quadrados Quadrade Médio F

Tratamentos 9 1226,66 136,3% 1,41
Residuo 90 8699,89 96,55

Total 99 9916,55

Média 17,21

CV.% 57,09

NS - Nio significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste de F
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TABELA 6 A. COfnposiqa".o quimica do meio MMN
utilizado no crescimento dos fungos ectomicorrizicos.

Nutriept&s g/1agua
Solugiio A

Cacl,.2 H;»O..T ........................... 1,32¢g
NaCl..oooooiieeceeen, 05¢g
KH; PO 10g
Solugiio B

(NH.;); I‘IP04 ............................... 5 g
Solugio C

MgSO,.7HO....................... 3g

Solugdio de citrato férrico 1%*

CHIBtO FEITICO...rsrevrrersersr 02g
Acido citrico...............cocoevuun.... 0,2¢g

Autoclavar a 120°C por 15 min.

Solugiio de Tiamina*

Tiamina..........cccoeeerevrereerennnen. 0,1 g/ 100 mL agua
Filtrar

Para 1 litro de meio:

Solugdo A........cooeierereere, 50 mL

Solugdo B...........ccoocuvvrrernne 50 mL

Solugdio C.......cocvevvervvrvervenrennn. 50 mL
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GlCOSE....cevveerrrereerieiriinineenne 10g
Citrato férrico 1%............c....... 3mL
Tiamina........ccccerrevreveececncnnnnns 1 mL
AGAT. ...t 10g

Ajustar pH para 5,5 antes de acrescentar o agar.
Juntar todos os reagentes, menos o citrato e a Tiamina, e autoclavar
por 20 minutos a 120° C. Adicionar a tiamina e o citrato apds a esterilizagdo do

meio.
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ANEXOB

TABELA 1 B. Raio de inibigdo (cm) do crescimento de
Rhizoctonia. Solani (discos de micélio de 10 mm

de didmetro). : ‘
Pisolithus microcarpus repetigdes
1 2 3
Rf

b1 8,2 8,2 6,8
D2 2,8 - 34 3,2
D3 : 4,8 44 - 4.2
‘D4 4,0 34 42
D5 6,6 6,6 6,4
D6 6,8 6,8 7,0
D7 8.4 7,8 6,8
D8 3,8 2,8 34
D9 54 5,2 4,8
D10 42 44 44

rRf = raio de inibigdo / raio do disco de micélio do fungo ectomicorrizico.

L)
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